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Die Allergische Rhinitis als Allergie vom Typ I (Soforttyp) ist nicht nur in Deutschland und 
Europa weit verbreitet, sondern eine weltweit auftretende Erkrankung. Als Verursacher 
werden neben bereits bekannten Aeroallergenen wie Hausstaubmilben, Gräser oder Pollen 
auch luftgetragene Algen diskutiert, die als möglichen Mechanismus über eine T-Zell-
abhängige Stimulation Antigen-bindender B-Zellen zur IgE-Produktion führen. Diese Arbeit 
befasst sich mit der Untersuchung des allergenen Potentials der luftgetragenen Algenspezies 
S. bacillaris, T. aeria und X. montanum. Dafür wurden mittels direkter und indirekter 
Sandwich-ELISA-Verfahren Seren von Patienten mit der Diagnose Allergische Rhinitis oder 
Idiopathische Rhinitis auf enthaltene IgE-Antikörper getestet, die spezifisch an 
festphasengebundene Algenproteine binden. Des Weiteren wurden Kompetitionstestungen zur 
Untersuchung der Kreuzhemmbarkeit der drei Algen sowie SDS-Gelelektrophoresen und 
Western Blots zur Bestimmung der Molmasse der Algenproteine und zum Nachweis der 
Spezifität des algenbindenden IgEs durchgeführt. Die Ergebnisse belegen, dass die getesteten 
Algenproteine in der Lage sind, eine entsprechende Immunantwort mit IgE-Produktion 
auszulösen. Diese neue Gruppe von Allergenen konnte hinsichtlich der Entstehung einer 
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1.1 Die Allergische Rhinitis 
Bei der Allergischen Rhinitis (AR), die in Deutschland mit einer Prävalenz von 15 bis 25 % 
einhergeht [1-3], handelt es sich um eine durch allergenerkennende Immunglobuline des 
Isotyps E (IgE)-vermittelte Entzündungsreaktion der Nasenschleimhaut, welche wenige 
Minuten nach Allergenexposition in Erscheinung tritt [4]. Damit gehört sie zu den Allergien 
vom Soforttyp (Typ I nach Gell und Coombs 1963) und gilt als eine der Leitkrankheiten des 
atopischen Formenkreises. Die bisherigen Studien berichten, dass die Prävalenz der AR in 
Europa insgesamt ebenfalls etwa 25 % beträgt [5, 6] und zurückhaltend geschätzt weltweit 
circa 500 Millionen Menschen – unabhängig von ihrer Herkunft, ihrer ethnischen 
Zugehörigkeit und ihres Alters – an dieser Erkrankung leiden [7]. Die AR stellt folglich ein 
globales Problem dar, deren Krankheitshäufigkeit noch im Begriff ist, weiter zu steigen [8]. 
Die Symptome dieser Erkrankung, welche im Volksmund auch als Heuschnupfen bekannt ist, 
bestehen in einem vermehrten wässrigen Sekretfluss (Rhinorrhoe) nach anterior und in 
manchen Fällen auch nach posterior (postnasal drip), Nasenjucken und Niesen. Hinzu kommt 
eine nasale Obstruktion durch eine Ödembildung der Nasenmukosa, was folglich eine 
Behinderung der Nasenatmung darstellt [2, 4, 9, 10]. Nachdem ehemals eine saisonale, eine 
perenniale und eine berufsbezogene Form unterschieden wurden [11-13], teilt man die AR 
nun nach den ARIA-Kriterien (allergic rhinitis and its impact on asthma) der WHO in eine 
intermittierende (IAR) und eine persistierende (PER) Subgruppe ein [4]. Wobei diese Begriffe 
nicht gleichbedeutend mit saisonal und perennial sind [5, 14-18], um eine geeignetere 
Charakterisierung des Symptomverlaufs festzulegen, da Saisonallergene wie Gräser, Pollen 
oder Schimmelpilzsporen über viele Monate vorhanden sein können, während ganzjährige 
Allergene wie beispielsweise Milben hinsichtlich ihrer Konzentration saisonale 
Schwankungen aufweisen [19-21]. Allgemein handelt es sich bei den verursachenden 
Antigenen um Aeroallergene, welche von Hausstaubmilben, Insekten, Haustieren, 
Zimmerpflanzen u.v.a.m. stammen können. Im Freien spielen Gräser und Pollen die größte 
Rolle [22-24], aber auch Nahrungsmittel können die genannten Symptome hervorrufen oder 
intensivieren [25-27], was in vielen Fällen auf IgE-Kreuzreaktivitäten der Allergen-Epitope 
untereinander zurückzuführen ist [28-30]. Die Stärke der Ausprägung der AR wird eingeteilt 
in mild und moderat bis schwer [4] – abhängig von der Schwere der Symptome sowie der 
Beeinträchtigung der Schlafqualität, des Soziallebens, der schulischen Leistungen und auch 
der Arbeitsfähigkeit [18, 31, 32]. Nicht weniger relevant sind auch die mit AR in 
Zusammenhang stehenden Komorbiditäten. Oft wird eine Mitbeteiligung der Augen 
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verzeichnet (Rhinokonjunktivitis) – so auch in einer Studie mit 69 Kindern, die an durch 
Gräserpollen verursachter AR litten. Von diesen wiesen 70 % eine Konjunktivitis auf. Hinzu 
kamen Pharyngitis bei 80 %, Asthma bronchiale bei 40 % und atopisches Ekzem in 37 % der 
Fälle [33]. Besonders hervorzuheben ist dabei das AR-assoziierte Asthma bronchiale, denn es 
konnte gezeigt werden, dass über 80 % der Asthma-Patienten an Rhinitiden leiden und vice 
versa 10 bis 40 % der Rhinitiker an Asthma bronchiale erkranken [4]. Patienten mit einer 
Rhinitis entwickeln also allgemein eher ein Asthma bronchiale als gesunde Menschen, sodass 
die AR einen Risikofaktor für die chronische Hyperreaktivität der unteren Atemwege darstellt 
[34]. Hinsichtlich der Diagnostik der AR steht die ausführliche allergologische Anamnese an 
erster Stelle, welche die Eigen-, Familien-, Medikamenten- und (zum Beispiel im Falle von 
Kindern) auch die Fremdanamnese beinhaltet, um die Symptome, deren Auftreten, Verlauf 
und Schwere sowie eventuell schon einen Zusammenhang mit der Exposition gegenüber 
bestimmter auslösender Agenzien und andere Begleiterkrankungen zu erfassen. Es schließt 
sich eine eingehende klinische Untersuchung an, die mit der äußerlichen Begutachtung der 
Nase sowie der Augen und der Haut beginnt, gefolgt von der anterioren Rhinoskopie, um das 
Innere der Nase zu beurteilen. Zur vollständigen Inspektion auch der hinteren nasalen 
Abschnitte dient die Endoskopie als Standardverfahren [2]. Aufgrund dieser Datenerhebung, 
die Anhalt dazu gibt, dass es sich möglicherweise um ein allergisches Geschehen handelt, 
können invasivere diagnostische Mittel Anwendung finden, welche In vivo-Testungen wie 
den Prick- und Intrakutantest sowie In vitro-Testungen umfassen. Darunter zählen die wenig 
aussagekräftige Bestimmung des Gesamt-IgEs, vorrangig aber des die Sensibilisierung 
eindeutig belegenden allergenspezifischen IgEs, das mittels RAST (Radio-Allergo-Sorbent-
Test), CAP (Pharmacia) oder ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) erfasst werden 
kann. Wobei auf die Messung des Gesamtserum-IgE verzichtet werden kann, da es aufgrund 
von möglichen nicht allergiebedingten Erhöhungen keine relevante diagnostische 
Aussagekraft besitzt [4, 12, 35]. Ebenso ist aber auch bei niedrigem Serumtiter 
allergenspezifischen IgEs eine Allergie nicht auszuschließen, da Betroffene sensibilisiert sein 
können, ihr Serum-IgE-Titer aber dennoch unter dem Cut-off  von 350 IU/l liegen kann. 
Daraus wurde geschlussfolgert, die Messung von allergenspezifischem IgE weise meist eine 
niedrigere Sensitivität auf als der Pricktest [36]. Weitere optionale diagnostische Mittel zur 
Objektivierung der Symptomatik beinhalten die Messung des Spitzen-Flusses bei der 
Inspiration, die akustische Rhinometrie sowie die Rhinomanometrie zur Einschätzung der 
Stärke der nasalen Obstruktion [37, 38]. Zudem kann durch nasale Lavage, Zytologie, Biopsie 
und NO-Messung eine Entzündung der Nasenmukosa nachgewiesen werden [39, 40]. 
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Provokationstests werden unter anderem mit Histamin, Metacholin oder dem vermuteten 
Allergen selbst durchgeführt [41]. Ist die Diagnose AR gestellt, besteht die Therapie u.a. aus 
Allergenkarenz, Pharmakotherapie und allergenspezifischer Immunotherapie [4, 42, 43], 
insofern diese möglich ist. Dafür muss das auslösende Allergen bekannt sein, welches in 
manchen Fällen nicht klar eruiert werden kann, sodass bei Patienten mit Symptomen einer 
AR, aber unklarer Ursache, die Diagnose „Idiopathische Rhinitis“ gestellt wird. 
 
1.2 Die Idiopathische Rhinitis 
Die Idiopathische Rhinitis (IR), welche früher unter dem Term „vasomotorische Rhinitis“ 
bekannt war, wird als chronische Erkrankung den nicht-infektiösen, nicht-allergischen 
Rhinitiden (NINAR) zugeordnet. Zu den nicht-allergischen Rhinitiden gehören unter anderem 
die infektionsbedingte Rhinitis, die nicht-allergische Rhinitis mit Eosinophilie-Syndrom 
(NARES) wie auch Rhinitisformen, die durch Hormone, Medikamente, Drogen oder andere 
Irritantien verursacht werden [4]. Die allgemeine Verteilung zwischen den allergischen und 
den nicht-allergischen persistierenden Rhinitiden beträgt dabei in den meisten HNO-Kliniken 
50 zu 50 % [44]. In den USA leiden nach Settipane [45] den Daten der National Rhinitis 
Classification Task Force (NRCTF) entsprechend etwa 19 Millionen Menschen an einer 
nicht-allergischen Rhinitis (NAR), von denen 61 % die Diagnose IR erhielten. Für Europa 
konnten durch den European Community Rhinitis Health Survey (ECRHS) ähnliche Zahlen 
erhoben werden, sodass man auch bei uns von einer vergleichbaren epidemiologischen 
Verteilung ausgeht [45, 46]. Trotz der AR-ähnlichen respektive sogar identischen 
Symptomatik bestehend aus einer Hypersekretion (runners) oder nasaler Obstruktion 
(blockers) und Nasenjucken bzw. Niesen bleibt die Ätiologie dieser nasalen Hyperreaktivität 
bis zum jetzigen Zeitpunkt ungeklärt [2, 4, 47]. Aufgrund dessen, dass diese Beschwerden 
oftmals auch durch unspezifische Reize wie Feuchtigkeit, kalte Luft, abrupte 
Temperaturwechsel, (Zigaretten-)Rauch oder andere irritierende Stoffe wie Lösungsmittel, 
Sprays oder Kosmetika, aber auch durch emotionale Faktoren auslösbar sind [48, 49], gibt es 
verschiedene immunologische und neuronale Ansätze, die Pathophysiologie zu erklären. Zum 
einen geht man von einer bisher ebenfalls ungeklärten vegetativen Dysregulation zwischen 
Sympathikus und Parasympathikus aus, wobei der Parasympathikotonus überwiegt [49-52] 
und zum anderen könnte ein Acetylcholinesterasemangel [53] ursächlich sein. Des Weiteren 
stehen überempfindliche nasale Nozizeptoren in Verdacht, welche als Reizantwort 
Neuropeptide wie Substanz P, das calcitonin gene related peptide (CGRP) und das vasoaktive 
intestinale Peptid (VIP) ausschütten und damit eine vermehrte Sekretion, eine 
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Mastzelldegranulation und eine Dilatation nasaler Gefäße mit darauffolgender Ödembildung 
bewirken [54]. Diese Rezeptoren werden vom N. trigeminus innerviert und sind eigentlich für 
die Aufrechterhaltung der Homöostase der nasalen Mukosa verantwortlich. Aufgrund der 
Annahme, dass es sich um eine chronische Inflammation der Nasenschleimhaut handeln 
könnte, wurden Studien durchgeführt, die das Infiltrat von IR-Patienten untersuchten und 
eosinophile Granulozyten, Mastzellen, erhöhte CD8
+





-Zellen nachwiesen [55-57]. Alles in 
allem konnte bisher keine einheitliche Ursache eruiert werden, sodass die IR einen 
Sammelbegriff für verschiedene pathophysiologische Entitäten darstellt und damit eine 
Ausschlussdiagnose bleibt. Dieser Umstand ist für die Patienten sehr unbefriedigend, denn 
dadurch kann auch keine kausale Therapie eingeleitet werden.  
Da wegen der Spezifität der Immunantwort zu vermuten ist, dass es nicht für alle Menschen 
einheitliche dominante Epitope in Allergenen gibt, ist zu präsumieren, dass es unter den 
Patienten mit negativem Pricktest und fehlendem Nachweis von IgE gegen routinemäßig 
prüfbare Allergene eine nicht unerhebliche Zahl von Patienten existiert, die an einer 
Allergischen Rhinitis leiden und damit Allergiker darstellen, bei denen aber das ihre Allergie 
auslösende Allergen nicht bekannt ist. Daher gibt es Untersuchungen, die „neue“ Allergene 
von Pilzen fanden, die zuvor nicht beschrieben wurden und die allergischen Symptome der 
Betroffenen zu verursachen in der Lage sind. Insofern könnte es sich häufig nur um das 
Fehlen einer geeigneten Diagnostik für den Nachweis der AR handeln. Die Beschreibung 
„neuer“ Allergene bzw. der Nachweis einer allergischen Sensibilisierung gegenüber zuvor 
nicht beschriebener Allergene luftgetragener (im Aeroplankton nachweisbarer) Algen war 
daher ein Ziel dieser Arbeit, um einen Beitrag zur Klärung der Ursachen der gesundheitlichen 
Probleme zumindest einiger Patienten mit IR – und damit deren Ätiologie – zu leisten.  
Doch bevor ich unter 1.4 näher auf die luftgetragenen Algen als Allergene eingehe, möchte 
ich im Folgenden noch ein paar Worte zur Entstehung einer Allergie auf molekularer Ebene 
verlieren.  
 
1.3 Pathogenese der Allergie vom Soforttyp – Mechanistische Konzepte 
Bei der Allergie handelt es sich allgemein um eine pathologische Immunreaktion, da sie eine 
überschießende und generalisierte Immunantwort darstellt, die nicht dem Schutz des 
Organismus dient und überdies zumeist eine inadäquate Antwort auf nicht pathogene 
Antigene bedeutet. Die Symptome der Typ I-Allergie (nach Gell und Coombs 1963) treten 
meist wenige Minuten nach Allergenkontakt auf, weshalb auch die synonyme Bezeichnung 
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als Allergie vom Soforttyp abzuleiten ist. Symptome einer manifesten Allergie beinhalten 
häufig und abhängig von der Lokalisation Rhinorrhoe bzw. Rhinitis mit zusätzlicher, aber 
auch allein auftretender Konjunktivitis, Urtikaria, Rötungen (Gefäßinjektion), Pruritus, 
Ödembildung u.v.a.m.. Zuvor muss jedoch die Sensibilisierung gegenüber dem Allergen 
erfolgt sein. Allergene sind grundsätzlich Proteine (oder haptenisierte Proteine), die als T-
Zell-abhängige Allergene unter regulatorischer Einflussnahme von T-Helfer-Zellen vom 
Typ 2 (Th2) die Produktion allergenspezifischer Immunglobuline des Isotyps E (IgE) 
bewirken. Das sezernierte IgE kann vom hochaffinen IgE-Rezeptor (FcɛRI) auf Mastzellen 
und basophilen Granulozyten gebunden werden, die damit einen Allergenrezeptor erwerben. 
Dies kennzeichnet die allergische Sensibilisierung. Erst bei Zweitkontakt mit dem 
auslösenden Antigen (Allergen) tritt die oben genannte Symptomatik in Erscheinung. In 
Phase I (Sensibilisierung) wird das Allergen, ein oftmals an sich harmloses Protein, das aus 
Gräsern, Pollen, Hausstaubmilben, tierischen Haaren und Epithelien, Nahrungsmitteln oder 
möglicherweise auch terrestrischen Algen stammen kann, von Antigen-präsentierenden Zellen 
(APZ) erkannt, phagozytiert und prozessiert. Im Fall der Soforttyp-Allergie erfolgt dieser 
Prozess nach Bindung durch den B-Zell-Rezeptor der B-Zellen, in dessen Komplex 
membranständiges Immunglobulin die antigenspezifische Erkennungsstruktur ist. Das 
nachfolgende Prozessieren des Antigens durch proteolytischen Verdau führt zur Entstehung 
von Peptidfragmenten, die in den Antigenbindungsstellen der Proteine des 
Haupthistokompatibilitätskomplexes der Klasse II (major histocompatibility complex, 
MHC II) gebunden und nach Expression an der Zelloberfläche dort den T-Zellen präsentiert 
werden. Diese Interaktion von APZ und T-Zellen ist für eine antigenspezifische T-Zell-
Antwort erforderlich, da α/β-T-Zellen nicht befähigt sind, Antigene in ihrer nativen Form und 
ohne Präsentation in MHC-Proteinen zu detektieren. In den Erkennungsprozess sind weitere 
Protein-Protein-Interaktionen involviert. So werden T-Helferzellen durch die Stimulation des 
peptidtragenden MHC II und zusätzliche Bindung von CD4 am MHC II über 
Signaltransduktionsprozesse aktiviert, was das erste T-Zell-stimulierende Signal repräsentiert. 
Gemeinsam mit dem zweiten Signal, der Bindung von B7.2 (CD86) der B-Zelle am CD28 der 
T-Zelle, wird letztere aktiviert. Diese Signale führen bei den T-Zellen zur Proliferation und 
Differenzierung von naiven CD4
+
(cluster of differentiation, CD)-T-Helfer(Th0)-Zellen zu 
antigenspezifischen CD4
+
-Th-Zellen, welche nach ihrem Zytokinproduktionsmuster 
klassifiziert werden. Th1-Zellen sezernieren Interleukin-2 (IL-2), IL-12 und Interferon-γ 
(IFN- γ), was eher zur zellulären Immunantwort führt. Th2-Zellen stimulieren die humorale 
Immunantwort durch steuernde Interleukine wie IL-4, IL-5, IL-10 und IL-13 [58]. Das 
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Zytokinmilieu, aber auch schon die Stimulation über CD86 statt CD80 nehmen Einfluss auf 
die prädominate Differenzierung der Th0 in Th2. Klassisch für die Allergie ist eine noch nicht 
vollständig geklärte vorrangige Differenzierung zu Th2-Lymphozyten, die mit erhöhten 
Konzentrationen der entsprechenden Interleukine einhergeht. Diese Zytokine (v.a. IL-4 und 
IL-13) und der kostimulatorische Zellkontakt zwischen B- und Th2-Zelle über die 
Oberflächenproteine CD40 (B-Zell-seitig) und CD40-Ligand (CD154, T-Zell-seitig) führen 
zu einer Proliferation der B-Zellen und zum Immunglobulin-Klassen-Switch auf IgG1 und – 
wenn auch in der Frequenz niedriger – IgE sowie zu einer Differenzierung zu IgE-
produzierenden B- und Plasmazellen [59]. Der Isotypen-Switch von der IgM- oder IgD-
exprimierenden naiven B-Zelle zur IgE-sezernierenden Zelle ist bei den gegebenen 
Voraussetzungen der Aktivierung über den B-Zell-Rezeptor und Aktivierung des CD40 durch 
geeignete Liganden vorrangig IL-4- und IL-13-abhängig. Über die Bindung dieser beiden 
Leitzytokine der Th2-Zelle an ihren Rezeptoren in der Plasmamembran der B-Zellen werden 
Januskinasen aktiviert und STAT6-Proteine (signal transducer and activator of transcription) 
phosphoryliert, was zu deren Homodimerisierung oder Heterodimerisierung mit STAT1 und 
Translokation der dimeren Komplexe in den Zellkern führt. Nach Bindung an Iɛ, dem 
Promoter im IgE-Schwerkettengen ɛ, wird die Transkription induziert und der 
Rekombinationsprozess durch über Rekombinasen katalysierte Deletion der zwischen den 
variablen Bereichen und ɛ liegenden DNA realisiert. Der Ig-Klassen-Switch verläuft dabei 
entweder direkt vom IgM zum IgE oder aber sequenziell über IgG4 [60, 61]. Nach dem Ig-
Klassen-Switch können die B-Zellen zu Memory-Zellen werden, wenn geeignete 
kostimulatorische Signale (Zytokine) oder ausreichende Antigenmengen fehlen, oder aber im 
Kontext einer Stimulation durch Th2 und hoher IL-4- und IL-13-Konzentrationen zu IgE-
produzierenden Plasmazellen differenzieren, die IgE sezernieren. Diese IgE-Antikörper 
binden zunächst an die lokal vorhandenen, hochaffinen, membranständigen IgE-Rezeptoren 
(FcɛRI) an der Oberfläche von Mastzellen und basophilen Granulozyten, die dadurch befähigt 
werden, Antigen zu binden. Das erklärt die initial noch lokal begrenzte Reaktivität. Erst ab 
einer hinreichend hohen Produktion von IgE zirkulieren allergenspezifische IgE-Antikörper 
im Blut und binden auch an den IgE-Rezeptoren ortsferner Zellen, insbesondere auch in der 
Haut und in der Lunge. In Phase II (Effektorphase) kommt es dann beim Zweitkontakt mit 
dem Allergen zu einem cross-linking (Quervernetzung) der FcɛRI-ligierten IgE-Antikörper 
und damit zur Degranulation der Mastzellen, die präformierte Mediatoren wie Histamin, 
Serotonin, Heparin, Tryptase u.a. ausschütten. Diese wirken bereits nach Sekunden bzw. 
wenigen Minuten an Nerven, Blutgefäßen und Drüsen und verursachen die Erscheinungen der 
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akuten Phase der Allergie (Erythem, Dilatation der Gefäße mit resultierender Ödembildung, 
Konstriktion glatter Muskulatur). Die Spätphase der Allergie, verursacht durch die 
Neusynthese und Ausschüttung von gefäßaktiven Leukotrienen, Prostaglandinen, 
Thromboxanen und Chemokinen durch die Mastzellen, tritt innerhalb von acht bis zwölf 
Stunden ein und führt zur Rekrutierung weiterer Entzündungszellen, die die Inflammation 
aufrechterhalten [62]. 
 
1.4 Luftgetragene Algen als Allergene? 
Zum Verständnis möchte ich kurz auf die Biologie luftgetragener (aerophytischer) bzw. 
terrestrischer Algen eingehen. Bodenalgen sind als eukaryotische Organismen in den obersten 
Zentimetern der Erdoberfläche zu finden. Sie produzieren Chlorophyll und beziehen ihre 
Energie aus dem Licht. Damit gehören sie zu den Grünalgen und werden in euterrestrische 
(auf dem Boden lebend) und fakultativ terrestrische Algenarten eingeteilt. Letztere gelangen 
durch Klimabewegungen von der obersten Bodenschicht in die Luft und repräsentieren somit 
als Bioaerosole einen Teil des Aeroplanktons.  
Die Tatsache, dass Algen nicht nur im Wasser und im Boden, sondern auch in der Luft als 
Aeroplankton vorkommen, ist schon seit Jahrzehnten bekannt. Damit treten sie ubiquitär auf, 
sodass auch der Mensch mit ihnen in Kontakt kommt. Zudem besitzen sie eine hohe 
Konzentration an Proteinen, was schon McElhenney et al. 1962 dazu veranlasste, 
Untersuchungen hinsichtlich der allergeninduzierten Sensibilisierung durch Algenspezies 
durchzuführen [63]. Auch Brown, der an dieser Arbeit von 1962 beteiligt war, äußerte 1964, 
dass sich darin eine gewisse Gefahr der Allergieentwicklung gegenüber diesen Organismen 
als inhalative Allergene verbergen könnte [64]. Aufgrund der vorangegangenen Erkenntnisse, 
dass Algen als Proteine in der Luft präsent sind und damit direkten Kontakt mit dem 
Respirationstrakt des Menschen und folglich auch zu antigenpräsentierenden Zellen haben, ist 
es denkbar und möglich, dass sie wie in 1.3 (Pathogenese der Allergie vom Soforttyp – 
Mechanistische Konzepte) beschrieben zur Sensibilisierung eines Individuums bis hin zur 
Entwicklung einer Allergie vom Soforttyp und damit verbundenen asthmatischen 
Beschwerden führen können.  
 
1.5 Zielsetzung der Arbeit 
Trotz des vermuteten allergenen Potentials der Algen blieb dieser Sachverhalt bis heute und 
bis auf wenige Studien unbeachtet und bis auf die aus den 1960er Jahren stammenden 
Arbeiten fast unerforscht. Die Untersuchungen beschränkten sich zudem meist auf aquatische 
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Mikroalgen und Zyanobakterien, deren Allergenität schon 1949 durch Heise (noch unter der 
früheren Klassifikation der Myxophyceae) demonstriert wurde und welche früher den Algen 
zugeordnet wurden [65]. Hinzu kam, dass die durchgeführten Untersuchungen aufgrund der 
begrenzten Möglichkeiten der damaligen Labortechnik meist nur intrakutane und inhalative 
Provokationstests beinhalteten [66, 67]. Erklärend dafür ist, dass IgE erst später beschrieben 
wurde [68, 69] und folglich eine biochemische Charakterisierung zu jenem Zeitpunkt, als 
Algen als allergieauslösend diskutiert wurden und Gegenstand der Forschung waren, nicht 
möglich war. Man konzentrierte sich im wissenschaftlichen Kontext auf Provokationstests 
und klärte die kausalen Zusammenhänge nicht. Da Algen (und im klinischen Zusammenhang 
wurden Blaualgen = Zyanobakterien nach wie vor den anderen, echten Algen wie Chlorella 
zugeordnet) aber insbesondere wegen ihres irritativen und proinflammatorischen Potentials in 
Hinblick auf entzündliche Prozesse der Haut, der Ohren und des Gastrointestinaltraktes 
klinisches Interesse weckten [42, 70, 71], geriet das mögliche allergene Potential der 
luftgetragenen Algen aus dem Blickfeld. 
Da noch heute der berechtigte Verdacht besteht, dass terrestrische bzw. luftgetragene Algen in 
der Lage sind, allergische Symptome zu verursachen und aufgrund dessen, dass sowohl für 
den Arzt aber insbesondere für den Patienten unbefriedigender Weise sehr häufig die 
Diagnose IR gestellt wird (61% der angeblich nicht-allergischen Rhinitiden [45]), resultiert 
aus unserer Sicht ein Forschungsbedarf, um eine Rationale für die klinische Praxis der 
Behandlung der Patienten mit IR zu erhalten. Insofern sollte über Informationsgewinn aus 
dem Forschungslabor die Diagnostik und Therapie im Kontext der AR und IR sowie der 
allergischen Sensibilisierung von HNO-Patienten erweitert werden. 
Das primäre Ziel meiner hier präsentierten Arbeit bestand folglich darin, IR-Patienten, die an 
ungeklärten allergischen Beschwerden leiden, durch die Allergiesprechstunde der HNO-
Ambulanz der Universitätsklinik Leipzig nach erfolgter Diagnostik zu rekrutieren und bei 
vorliegendem informierten Einverständnis entsprechend des Votums der Ethikkommission 
deren Seren mit neueren Verfahren auf spezifische IgE-Antikörper gegen Algenprotein zu 
testen, um eine potentiell mögliche allergische Sensibilisierung als Grundlage für die 
Entstehung ihrer Rhinitis nachzuweisen und damit das Vorhandensein einer Allergie vom 
Soforttyp aufzuzeigen. Dies wäre der erste uns aus der Literatur bekannte Nachweis von 
humanem IgE gegen Proteine der von mir untersuchten Algenspezies der Genera 
Stichococcus, Tetracystis und Xanthonema. Nach Gelingen dieses Nachweises war ein 
weiteres Anliegen, die als Allergene relevanten Proteine näher zu analysieren, um weitere 
Erkenntnisse hinsichtlich ihrer Größe und anderer Eigenschaften zu erlangen. Überdies sollten 
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verwandtschaftliche Untersuchungen der Algenproteine der drei Spezies auf struktureller 
Ebene erfolgen. Zusätzlich sollte die Frage, ob luftgetragene Algen immer allergene 
Strukturen besitzen oder nur unter bestimmten Bedingungen Allergene gebildet und 
freigesetzt werden, einer Klärung näher gebracht werden.  
 
Ziele 
 Rekrutierung von Patienten mit Symptomen einer AR bzw. IR 
 Testung von Patientenseren auf spezifische IgE-Antikörper gegen Algen 
 Größenanalyse des allergenen Algenproteins 
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2 Material und Methoden 
Die in der Arbeit genutzten Materialien inklusive Chemikalien und Reagenzien sind unter 2.1 
dargestellt, bevor auf die für die Beantwortung der Fragestellung entwickelten und genutzten 




Nachfolgend sind die zur Herstellung von Puffern und Lösungen genutzten Reagenzien und 
Chemikalien, die auch in reiner Form verwendet wurden, aufgelistet. 
Acrylamid Sigma-Aldrich, Steinheim 
APS Sigma-Aldrich, Steinheim 
B-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich, Steinheim 
Glyzin Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
Methanol J.T. Baker, Deventer (Niederlande) 
Rinderserumalbumin (RSA), Fraction V Roche, Mannheim 
Schwefelsäure (98 % m/v H2SO4 [17,6 M]) Merck, Darmstadt 
SDS Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
TEMED Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
Tris Invitrogen, Karlsruhe 
Tween
®
20 Sigma-Aldrich, Steinheim 
 
2.1.2 Puffer und Lösungen 
Untenstehend aufgeführt sind die verwendeten Puffer und Lösungen sowie deren Rezeptur. 
 
Hauptsächlich verwendeter Puffer 
PBS (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline, Ca2+- und Mg2+-frei, pH 7,35, Biochrom, 
Berlin; fertige PBS-Mischung in Pulverform) 
 
Puffer und Lösungen für ELISA 
Beschichtungspuffer PBS pH 7,35 
Fötales Kälberserum (FKS) Invitrogen, Karlsruhe 
Assay-Puffer 5 % v/v FKS in PBS 
PBS/T = Waschpuffer PBS + 0,025 % (v/v) Tween
®
20 
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Tetramethylbenzidin (TMB) 1-Step Ultra, Thermo oder BD 
Abstoppreagens 1 M H2SO4 
 
Medium für Kultivierung der Algen 
Bold’s Basal Medium (BBM), flüssiges Mineralmedium zur Kultivierung der Algen  
 
Puffer und Lösungen für SDS-PAGE und Western Blot 
Acrylamid 30 %-ig 
Ammoniumpersulfat (APS) 10 %-ig 
Tris (Trishydroxymethylamminomethan)  
TEMED  
Milchlösung Magermilchpulver von AppliChem in H2O 
gelöst 
SDS-Laufpuffer 15 g Tris, 72 g Glycin, 5 g SDS auf fünf 
Liter dd H2O 
SDS-PAGE-Sample-Puffer  1,5 g Tris, 4 g SDS, 20 ml Glycin, 2 ml 
Mercaptoethanol, 0,02 g Bromphenol 
blue,100 ml dd H2O pH 6,8  
Standardpuffer für Western Blot Towbin-Puffer (3,03 g Tris, 14,4 g Glycin, 
200 ml Methanol auf einen Liter H2O) 
 
2.1.3 Immunreagenzien 
Des Weiteren werden nachfolgend die von mir genutzten Antikörper gelistet, die zur 
Durchführung der ELISAs verwendet wurden. 
 
Primärantikörper 
Maus Anti-Human IgE-HRP (POD): Klon 
HP6029 
SouthernBiotech, Birmingham, USA 
 
Maus Anti-Human IgE: ɛ-Ketten-spezifisch, 
Klon HP6061, Isotyp IgM 





 Goat Anti-Mouse Poly-HRP Thermo Fisher Scientific, Bonn 
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Kommerziell erhältliche Allergenpräparate 
ALK-Allergenpräparate: 
Beifuß, Birke, Brennessel, Erle, 




2.1.4 Sonstige Materialien 
Amicon
®
 Ultra-15-Zentrifugen-Röhrchen Millipore, Schwalbach 
Eppendorfgefäße mit anhängendem Deckel 
(1,5 ml) 
Sarstedt, Nürnbrecht 
Eppendorfgefäße mit anhängendem Deckel 
(2,0 ml) 
Greiner, Frickenhausen 
Filterpapier Extra Thick Blot Paper BioRad, München 
Hybond C extra Nitrozellulose-Membran Amersham Pharmacia, Freiburg 
Microsoft Excel Microsoft Corp., Redmond, USA 
Pasteurpipetten Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
Pipettenspitzen Greiner, Frickenhausen 
96er Polysterolplatten für ELISAs Greiner BioOne, Nürtingen 




SPSS Statistics 17.0 SPSS Inc., Chicago, IL, USA 
Zentrifugen-Röhrchen 15 ml Sarstedt, Nürnbrecht 
Zentrifugen-Röhrchen 50 ml Greiner BioOne, Nürtingen 
 
2.1.5 Geräte und Apparaturen 
Achtkanalpipette VWR, Dresden 
Blotter-Gerät Trans-Blot SD semi-dry BioRad, München 
Elektrophoreseapparatur BioRad, München 
Extinktionsmessgerät BioTek Synergy2 BioTek, Bad Friedrichshall 
Reinluftwerkbank Heraeus KS Thermo Fisher Scientific, Bonn 
Washer hydro FLEX Tecan, Crailsheim 
Zentrifuge Heraeus Multifuge 1 S-R Thermo Fisher Scientific, Bonn 
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2.1.6 Tests zur statistischen Auswertung 
Im Folgenden werden die verwendeten Tests vorgestellt, welche genutzt wurden, um zum 
einen eine Aussage über die Signifikanz der Differenz der gemessenen Extinktionswerte von 
KÜS und Extrakten treffen zu können und zum anderen um den Zusammenhang zwischen 
den erhobenen Extinktionswerten und dem im Labor ermittelten Gesamt-IgE zu beurteilen. 
 
Wilcoxon-Test für zwei gepaarte Merkmale 
Der Wilcoxon-Test als nichtparametrischer Rangtest vergleicht zwei verbundene 
Testvariablen, wobei eine Normalverteilung dieser Variablen keine Voraussetzung ist. 
Basierend auf einer Rangreihe von absoluten Wertepaardifferenzen wird jeder Differenz ein 
Rang zugeordnet. Kleinen Differenzen werden dabei niedrige Ränge zugeschrieben. 
 
Bivariate Korrelation nach Pearson 
Die Korrelation nach Pearson (r) stellt ein Maß dar, um das Ausmaß und die Richtung des 
linearen Zusammenhanges zweier Variablen zu messen. Der Wertebereich liegt dabei 
zwischen -1 und 1. Bei einem positiven Koeffizienten verhalten sich die beiden Variablen 
gleichläufig und umgekehrt bei negativem r gegenläufig zueinander. Nimmt der Koeffizient 
den Wert 0 an, liegt kein lineares Verhältnis vor. Es bedeutet jedoch nicht, dass überhaupt 
kein Zusammenhang zwischen beiden Variablen existiert. 
 
2.2 Charakterisierung der Patienten mit Idiopathischer Rhinitis 
In die Studie eingeschlossen wurden Patienten, welche sich in der HNO-Ambulanz der 
Universitätsklinik Leipzig mit Symptomen einer Allergischen Rhinitis vorstellten, bei denen 
aber weder durch Haut-Pricktest noch Bestimmung von spezifischen IgE-Antikörpern 
gegenüber den klassischen saisonalen Allergenen eine Allergie nachgewiesen werden konnte. 
Diese Patienten wurden über die von uns geplanten Untersuchungen entsprechend der 
Aufklärungsdokumentation des Ethikantrages (positives Votum der Ethikkommission vom 
30.03.2009, Bearbeitungsnummer 047-09/09032009) aufgeklärt und bei Vorliegen des 
informierten Einverständnisses um eine zusätzliche Blutprobe gebeten, sofern keine sie von 
der Studie ausschließenden Kriterien vorlagen. Ausschlusskriterien waren schweres Asthma 
bronchiale, atopische Dermatitis, Autoimmunerkrankung, schwere Allgemeinerkrankung, 
malignes Tumorleiden oder Krebserkrankungen wie Leukämie oder Lymphom. Ein weiteres 
Ausschlusskriterium war das Vorliegen einer psychogenen oder psychiatrischen Erkrankung. 
Gravidität führte ebenfalls zum Ausschluss. Bei Vorliegen mindestens eines positiven 
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Pricktests oder des Nachweises von spezifischem IgE gegenüber den im Pricktest 
untersuchten Allergenpanels von ALK-Abelló wie untenstehend aufgelistet wurden diese 
Patienten als Kontrollgruppe mit gesicherter Allergischer Rhinitis rekrutiert und als 
Vergleichsgruppe getestet, wenn das informierte Einverständnis dafür vorlag. 
 
2.3 Pricktest und Bestimmung von IgE durch Routinediagnostik 
Für den Pricktest standen die unten gelisteten Allergenpräparate von ALK-Abelló (Wedel) zur 
Verfügung. Nach entsprechender Anamnese wurden in Abhängigkeit von Dauer und 
Auftreten der Symptome (intermittierend oder persistierend) die unter Verdacht stehenden 
Allergen-Präparate ausgewählt und getestet.  
 
Nummer Code Allergenbezeichnung 
  Kontroll-Lösungen 
1  NaCl 
2  Histamin 
  Gräser und Getreide 
3 SQ 299 Gräsermischung 
4 SQ 231 Roggen 
  Frühblüher 
5 SQ 108 Birke 
6 SQ 113 Hasel 
7 SQ 106 Erle 
  Mittelblüher 
8 N 115 Buche 
9 N 138 Eiche 
10 N 117 Esche 
  Kräuter 
11 SQ 312 Beifuß 
12 N 356 Brennnessel 
13 N 322 Gänsefuß 
14 N 342 Spitzwegerich 
  Milben 
15 SQ 503 Derm. pteronyssinus 
16 SQ 504 Derm. farinae 
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  Tierhaare 
17 N 563 Hamsterhaare 
18 SQ 553 Hundehaare 
19 N 554 Kaninchenhaare 
20 SQ 555 Katzenhaare 
21 N 557 Meerschweinchenhaare 
22 SQ 552 Pferdehaare 
23 N 556 Rinderhaare 
  Federn 
24 N 521 Entenfedern 
25 N 522 Gänsefedern 
26 N 523 Hühnerfedern 
27 N 524 Wellensittichfedern 
  Pilze 
28 N 402 Alternaria alternata 
29 N 405 Aspergillus fumigatus 
30 N 417 Cladosporium herbarum 
31 N 433 Penicillinum notatum 
 
Laut Hersteller enthalten die ALK-Prick SQ-Präparate gereinigte, immunchemisch und 
-biologisch standardisierte Allergene, wobei der Allergengehalt mit der biologischen Aktivität 
im Pricktest korreliert. Diese Aktivität ist auf 10 HEP eingestellt. HEP bedeutet Histamin-
Equivalent im Pricktest. Dem Datenblatt der ALK-Abelló Arzneimittel GmbH entsprechend 
ist 1 HEP die Konzentration eines Allergen-Extraktes, die im Pricktest bei allergischen 
Patienten jeweils dieselbe Quaddelfläche hervorzurufen vermag wie eine 
Histamindihydrochloridlösung von 1 mg/ml, also nach 20 Minuten identisch starke 
Reaktivität bei Allergikern bezüglich des Readouts im Pricktest zu induzieren in der Lage ist. 
Die ALK-Prick N-Präparate enthalten laut Hersteller gereinigte Allergene. Der Allergengehalt 
wird je nach Allergen in 1:20 G/V (Gewicht zu Volumen) oder 1:100 G/V angegeben. 
Weitere Bestandteile sind Glycerol, Wasser für Injektionszwecke, 
Natriummonohydrogenphosphat-Dihydrat/Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat, Phenol und 
Natriumchlorid (NaCl). 
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Der Pricktest mit diesen Allergenen und Kontrollen wurde an der volaren Seite des Unterarms 
durchgeführt, indem die standardisierten Allergenextrakte tropfenweise aufgebracht und die 
Haut oberflächlich mit einer sterilen Lanzette durch die Tropfen hindurch eingeritzt wurde. 
Nach 20 Minuten wurde das Ergebnis durch Ausmessen des Durchmessers der gebildeten 
Quaddel und des Rötungshofes beurteilt und protokolliert. 
Kriterien für einen positiven Pricktest waren ein Quaddeldurchmesser von mehr als 3 mm bei 
einer negativen NaCl-, aber positiven Histamin-Kontrolle (mit Quaddeldurchmesser > 3 mm). 
Bei einem nicht eindeutigem Ergebnis oder bei negativem Pricktest, aber validem Ergebnis 
für die Positiv-Kontrolle Histamin wurden Blutproben entnommen und in der Allergie-
diagnostischen Abteilung des Zentrallabors des Uniklinikums Leipzig analysiert. 
Nachfolgend wurden im Rahmen der Allergiediagnostik bei Erstdiagnostik in der 
Allergiesprechstunde der HNO-Universitätsklinik entsprechend der klinischen Fragestellung 
Allergie-Screenings unter Verwendung des Phadia CAP 250-Systems durchgeführt. Dieses 
automatisierte Testsystem nutzt einen Sandwich-FEIA (Fluoreszenz-Enzym-Immuno-Assay) 
zur Analyse von Gesamt-IgE oder allergenspezifischem IgE. Es wurde beim 
Patientenkollektiv zum Allergie-Screening anamnestisch in Frage kommender Einzelallergene 
genutzt, um eine allergische Sensibilisierung der Patienten zu prüfen. Dabei galten Werte 
< 0,35 kUA/l entsprechend Konvention als negativ (dieser Wert wurde mit einer Sensitivität 
von 84 bis 95 % und einer Spezifität von 85 bis 94 % in einer Vielzahl klinischer Studien für 
eine Vielzahl von Allergenen als Cut-off bestätigt). 
Den mit dieser Messmethode ermittelten Werten für die analysierten anamnestisch 
bedeutsamen Allergene entsprechend wurden die Patienten als allergisch sensibilisierte 
Rhinitiker (AR) oder, bei durchgängig niedrigeren Werten als 0,35 kUA/l, als Patienten mit 
idiopathischer Rhinitis (IR) klassifiziert. (Quelle: http://www.phadia.com/en/Laboratory/Aller
gy/Products/ImmunoCAP-Assays/ImmunoCAP-Specific-IgE/)  
 
2.4 Luftgetragene Algen und Herstellung der Präparate 
Die in dieser Arbeit getesteten Algenspezies stammen aus dem Institut für Biologie I – 
allgemeine und angewandte Botanik der Universität Leipzig. Sie wurden aus Freilandproben 
isoliert und werden als Stammkultur in einer Kulturensammlung erhalten, die sich aus etwa 
600 Isolaten aus dem mitteldeutschen Raum und Südafrika (Namibia) zusammensetzt. 
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2.4.1 Untersuchte Spezies 
Bei den in dieser Arbeit untersuchten Algenarten handelt es sich um Stichococcus bacillaris, 
Tetracystis aeria und Xanthonema montanum, die in der untenstehenden Liste mit 
Stammnummer und Einteilung, entnommen aus der Sammlung von Algenkulturen (SAG) der 





Stichococcus S. bacillaris 379-2 Chlorophyta Trebouxiophyceae 
Tetracystis T. aeria 89.80 Chlorophyta Chlorophyceae 




2.4.2 Kultivierung der Algen 
Kulturüberstände (KÜS) und durch French Press hergestellte Extrakte der Algen S. bacillaris, 
T. aeria und X. montanum wurden von Herrn Prof. Dr. Reißer und Frau Sacher (Institut für 
Biologie I – allgemeine und angewandte Botanik der Universität Leipzig) dem HNO-Labor 
zur Verfügung gestellt. Für die Versuche kamen Präparate, wie von Otto et al. beschrieben 
[72], von definiert in vitro kultivierten Algen zum Einsatz. Die Isolate wurden auf 
Petrischalen angezüchtet, aus der Stammhaltung heraus in Erlenmeyerkolben überführt und in 
flüssigem Nährmedium (Bold’s Basal Medium, BBM; [73]) bei 20°C, 90 rpm, einem Licht-





 axenisch kultiviert, bevor sie aufbereitet und dem HNO-Labor für die Untersuchungen 
als tiefgefrorene Präparate (-20°C) übergeben wurden.  
 
2.4.3 Präparation von Extrakten und Kulturüberständen 
Für die Testungen wurden zum einen die Kulturüberstände der Algen genutzt und zum 
anderen die durch Zellaufschluss (French Press) der Extrakte entstandenen Homogenate. 
Die KÜS und Extrakte der Algen wurden zehn Minuten bei 2465 x g zentrifugiert und im 
Anschluss der von festen Bestandteilen freie Überstand in einer Reinluftwerkbank in sterile 
Eppendorf-Tubes à 1 ml aliquotiert und größere Volumina in 15 ml-Zentrifugenröhrchen 
überführt. Es folgte die Konservierung bei -80°C. 
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2.4.4 Proteinkonzentrationsbestimmung und Anreicherung der Algenproteine  





zum Einsatz – eine modifizierte Proteinquantifizierung nach Bradford 
[74]. Rinderserumalbumin (RSA; bovine serum albumin, BSA) wurde zur Erstellung der 
Kalibrationskurve verwendet, anhand derer die Konzentration an Proteinen in den Proben 
ermittelt wurde. 
Alle Experimente und deren zugehörige Einzelschritte wurden an der Reinluftwerkbank 
umgesetzt. In TPP Zellkulturplatten mit 96 Kavitäten wurden 200 µl Arbeitslösung (Roti
®
-
Nanoquant laut Herstellerdatenblatt 1:5 in Wasser verdünnt) und Dreifachbestimmungen mit 
50 µl der jeweiligen RSA-Verdünnungen in PBS (250, 100, 75, 50, 25, 10, 7,5 µg/ml usw.) 
gemessen. Der Nullwert (0 µg/ml) wurde in einer Neunfachbestimmung gemessen. Ebenso 
wurden die Proben der Algen in PBS verdünnt, wobei die Kulturüberstände (KÜS) in reiner 
Form sowie seriell verdünnt eingesetzt wurden. Die zugehörigen Extrakte wurden 1:10, 1:30, 
1:90, 1:180 und 1:270 verdünnt und wie die KÜS in Duplikaten zu je 50 µl zugegeben. Nach 
gutem Durchmischen aller Kavitäten erfolgten die Extinktionsmessungen für jede Probe bei 
λ=590 nm und λ=450 nm mit dem Gerät Synergy2 von BioTek. Das Protokoll zur Messung 
sowie Auswertung und Berechnung der Experimente wurden mit dem Programm Gen 5™ 
(Version 1.08.4 von BioTek) erstellt. Darüber wurde der Quotient beider Werte 
(OD590nm/OD450nm) gebildet, um (laut Hersteller) eine lineare Abhängigkeit der optischen 
Dichte von den RSA-Konzentrationen zu erhalten und dann anhand dieser Kalibrationskurve 
durch Inter- und Extrapolation die Konzentrationen der eingesetzten Algenproben zu eruieren.  
 
2.4.5 ELISA zur Bestimmung algenspezifischer Immunglobuline   
Den Patienten wurde für die Experimente Blut unter Verwendung der für Serum geeigneten 
Probenröhrchen abgenommen. Diese wurden nach 60-minütigem Ruhen bei 3434 x g für zehn 
Minuten zentrifugiert und im Anschluss das überstehende Serum abpipettiert. Die Seren 
wurden in Eppendorf-Tubes überführt und  bei -80°C gelagert. 
 
2.4.5.1 Direkter ELISA zur Bestimmung algenspezifischer Immunglobuline 
Allgemeine Versuchsdurchführung 
Die ersten Versuche wurden mit direkten ELISA-Systemen durchgeführt, um in diesem 
Anfangsstadium herauszufinden, ob mit dieser Methode überhaupt algenspezifisches IgE 
nachgewiesen werden kann. D.h. die humanen IgE-Antikörper wurden direkt durch anti-
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human-IgE-Antikörper der Maus, welche mit einer Meerrettichperoxidase (engl. horseradish 
peroxidase, POD) konjugiert sind, gebunden. Dieses Enzym-Konjugat wird dann in einem 
weiteren Schritt anhand seiner enzymatischen Aktivität nachgewiesen, indem eine 
chromogene Substanz (hier Tetramethylbenzidin, TMB) metabolisiert wird. Die POD oxidiert 
H2O2 zu 2H2O, wodurch dem TMB Wasserstoff entzogen wird, was zu einer Blaufärbung des 
Substratpuffers führt und den Substratumsatz sichtbar macht.  
 
Um die ELISAs durchzuführen wurden 96-well-Platten mit halber Bodenfläche (Greiner 
BioOne, Nürtingen) verwendet. Diese wurden mit Algenextrakten der Arten S. bacillaris, T. 
aeria und X. montanum unter der Verwendung einer Konzentration von 5 µg/ml beschichtet. 
Dafür wurde eine geeignete Menge an Beschichtungslösung mit sterilem PBS hergestellt und 
diese mit 50 µl je Kavität in die Platte pipettiert. Die Inkubation erfolgte in einer feuchten 
Kammer bei 4°C über Nacht, sodass die Proteine der Algen an die Platten adsorbierten. Für 
den ersten Assay wurden sechs Seren verwendet (Nr. 5; Nr. 6; Nr. 8; Nr. 9; Nr. 11; Nr. 18). 
Zuvor jedoch wurden die Platten mit dem Washer hydro FLEX (Tecan, Crailsheim) mit 
PBS/Tween (0,025 % v/v) dreimal mit je 150 µl pro well gewaschen, um nicht gebundenes 
Protein zu entfernen. Danach wurde mit 100 µl/Kavität Assay-Puffer (PBS mit 5 % v/v FKS) 
geblockt, um die noch freien Bindungsstellen der Polysterol-Platte zu besetzen. 
Darauffolgend wurde eine Stunde in einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur inkubiert. 
Es folgte ein weiterer Waschgang (3x je 150 µl) mit dem Washer, um im nächsten Schritt 
25 µl Assay-Puffer vorzulegen und die Seren bzw. deren Verdünnungen als geometrische 
Verdünnungsreihe (Faktor 2) (1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32) und die Kontrollen mit 50 µl zu 
pipettieren. Als Kontrolle dienten PBS und Assay-Puffer. Die Mikrotiterplatte wurde in einer 
feuchten Kammer entweder über Nacht bei 4°C im Kühlschrank oder beim Fortsetzen des 
ELISA am selben Tag zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert, sodass das vermutete 
algenspezifische humane IgE an die Proteine der Platte binden konnte. Die mit den Seren 
bzw. Kontrollen beschickte Mikrotiterplatte wurde zur Entfernung nichtgebundenen IgEs 
wieder mit dem Washer in drei Waschgängen gewaschen und danach das anti-human-IgE-
POD-Konjugat, welches zuvor 1:1000 in Assay-Puffer verdünnt wurde, mit 60 µl pro Kavität 
hinzugegeben. Nach einer weiteren Stunde Inkubation und abschließendem sechsmaligem 
Waschen (150 µl pro well) zur Beseitigung überschüssigen, nichtgebundenen oder 
unspezifisch gebundenen anti-human-IgE-PODs, wurde das TMB mit 60 µl pro Kavität unter 
Abwesenheit kurzwelligen Lichts pipettiert. Nach einer halben Stunde Inkubation in einer 
feuchten, dunklen Kammer unter optischer Kontrolle, wurde die Reaktion mit einer 1 M 
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Schwefelsäure abgestoppt. Der dabei resultierende Farbumschlag von Blau nach Gelb 
ermöglichte die optische Kontrolle. Die Messung der Extinktion bei λ=450 nm und λ=620 nm 
(Referenzwellenlänge) gestattete eine semiquantitative Bewertung der Reaktivität. Je mehr 
TMB umgesetzt wird – in Abhängigkeit von der IgE-Konzentration – desto stärker und 
intensiver zeigt sich der Farbumschlag und umso höher ist die Auslöschung des Lichtes, was 
sich in einem hohen Extinktionswert widerspiegelt. 
 
2.4.5.2 Indirekter ELISA zur Bestimmung algenspezifischer Immunglobuline 
Um mit höherer Sensitivität zu messen, wurden alle weiterführenden Versuche mit indirekten 
ELISA-Systemen durchgeführt. Dabei kam ein unkonjugierter anti-human-IgE-Antikörper der 
Maus (IgM, ɛ-Ketten spezifisch, SouthernBiotech) zum Einsatz, welcher über POD-
gekoppeltes Ziege-anti-Maus-IgG (Poly-HRP, Thermo Fisher Scientific) detektiert wird.  
Die Mikrotiterplatten wurden über Nacht bei 4°C mit Algenextrakten oder KÜS beschichtet 
(5 µg/ml, 50 µl pro Kavität). Waschen, Blocken und Vorlegen von 25 µl Assay-Puffer in jede 
Kavität erfolgten wie beschrieben, bevor die Seren, zumeist als Verdünnungsreihe, 
aufgebracht wurden. Als Negativkontrollen dienten unbeschichtete und beschichtete 
Kavitäten, in die Assay-Puffer anstelle von Serum pipettiert wurde. Nach zweistündiger 
Inkubationszeit in einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur wurden die Platten gewaschen 
und pro Kavität 60 µl anti-human-IgE-AK (1:1000 in Assay-Puffer verdünnt) aufgetragen und 
30 Minuten in einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur inkubiert. Als nächstes wurde 
sechsmal gewaschen (PBS/T zu je 150 µl pro Kavität) und 60 µl pro well anti-Maus Poly-
HRP (1:5000 in Assay-Puffer) pipettiert. Nach 30 min und sechsmal Waschen wurden 60 µl 
TMB (1-Step TMB Ultra, Thermo Fisher Scientific) 30 min in einer feuchten Kammer unter 
Lichtausschluss inkubiert, bevor die Reaktion mit 1 M Schwefelsäure (60 µl pro well) 
abgestoppt wurde und sich die Messung der optischen Dichte bei λ=450 nm und λ=620 nm 
anschloss. 
 
Es war notwendig, einen semiquantitativen Vergleich der Allergenmengen in Extrakten von 
Algen und Kulturüberständen der Algen durchzuführen. Um den Vergleich vornehmen zu 
können, wurden Experimente mit Beschichtung der ELISA-Platten in identischer 
Proteinkonzentration in beiden Präparationen durchgeführt. Zunächst wurde eine differente 
Allergenkonzentration mit Serum 8 bewiesen, indem die Abhängigkeit der optischen Dichte 
von der Verdünnung dieses Serums 8 (es wurde in den ersten Experimenten als IgE-positiv 
auf T. aeria reagierend detektiert) analysiert wurde. Es ergaben sich parallel verlaufende 
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Kurven. Später wurde auch mit anderen Seren dieser Unterschied bewiesen. Über 
Hemmexperimente gelang es ebenfalls, den Unterschied zwischen den Extrakten und KÜS 
der Algen herauszuarbeiten. 
 
Über ELISAs, die parallel unter Verwendung von Mikrotiterplatten durchgeführt wurden, die 
jeweils mit identisch konzentrierten Verdünnungen (5 µg/ml) des Extrakts oder KÜS einer 
Algenspezies beschichtet waren, wurden Differenzen im Allergengehalt zunächst unter 
Verwendung von 58 Patientenseren ermittelt. Die Seren wurden in diesem Versuch 1:2 in 
Assay-Puffer verdünnt. 
 
Nach Auswahl der in diesem Ansatz positiven Seren (Extinktionen oberhalb 2-σ aller Seren) 
wurden Seren getestet und die Konzentrationsabhängigkeit der optischen Dichte gezeigt. 
Dafür wurde eine sechsstufige geometrische Verdünnungsreihe (Faktor 4) mit Assay-Puffer in 
sterilen Eppendorf-Tubes erstellt. 
 
In weiteren Experimenten erfolgte der Vergleich der Extrakte und KÜS von T. aeria im 
zeitlichen Verlauf für Kulturen, die mit unterschiedlichen Zellzahlen gestartet wurden. Es 
wurden die Extrakte sowie KÜS nach Einsaat von 100.000 Zellen/ml, 500.000 Zellen/ml und 
1 Mio. Zellen/ml analog getestet. 
 
2.4.5.2.1 Kompetitionsexperimente 
Die ersten Hemmexperimente wurden analog zu dem bereits beschriebenem indirekten 
ELISA-System durchgeführt. Beschichtet wurde mit 50 µl/Kavität mit KÜS (5 µg/ml) – 
jeweils eine mit S. bacillaris, T. aeria und X. montanum. Vier positive Seren und ein 
gegenüber allen Extrakten und KÜS der drei Algenarten sicher negativ reagierendes Serum 
wurden in der Testung eingesetzt. Die vier positiv reagierenden Seren wurden zur Prüfung der 
Unabhängigkeit der Reaktivität von Serumkomponenten ungleich des IgE in dem negativ 
reagierendem Serum verdünnt (einheitliche Matrix) und eine dreistufige geometrische 
Verdünnungsreihe (Faktor 2) erstellt, beginnend bei 1:4. Die Seren wurden als Duplikate in 
Assay-Puffer getestet. In weiteren Positionen wurde anstelle des Assay-Puffers zum einen der 
Extrakt der jeweiligen Alge, mit dem die Platte beschichtet war, in 16 Kavitäten mit 10 µl in 
der gleichen Konzentration (5 µg/ml) vorgelegt und zum anderen wurde in die restlichen 
Kavitäten auf gleiche Weise der KÜS der zwei anderen Algenspezies pipettiert. Die Seren 
wurden für die Testung zusammen mit dem Extrakt bzw. mit KÜS der anderen Algen in 
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Einfachbestimmung aufgetragen. Als Negativkontrollen dienten zum einen der KÜS, mit dem 
die jeweilige Platte beschichtet war, und zum anderen das negativ reagierende Serum, in dem 
die anderen Seren verdünnt wurden.  
 
In den nachfolgenden Hemmexperimenten wurde jeweils ein ausgewähltes Serum auf die 
bekannten drei Algenarten und eine zusätzliche vierte Alge Apatococcus lobatus, die zum 
Vergleich dient und Gegenstand einer anderen Arbeit sein wird, getestet. Eine 96er 
Polysterol-Platte wurde mit den KÜS dieser vier Algenspezies beschichtet (5 µg/ml) – pro 
Alge zwei Spalten nebeneinander (Spalte 3 bis 10) und noch zusätzlich vier wells für die 
Negativkontrollen. Nach dem Blocken (120 µl Assay-Puffer) und Waschen folgte die Zugabe 
von 25 µl bzw. 50 µl KÜS derselben Algenspezies im Sinne eines schachbrettartigen 
Pipettiermusters, um das Kompetitionsverhalten der Allergene der Algenarten zu untersuchen. 
In Abb. 1 ist das Auftragungsmuster ersichtlich. Danach wurde das Serum, welches 1:8 in 
Assay-Puffer verdünnt war, hinzugegeben. Die Negativkontrollen und die unbeschichteten 




Abb. 1: Auftragungsmuster komplexer Hemmexperimente 
Dargestellt ist das schachbrettartige Pipettiermuster, welches zur Durchführung komplexer Kompetitionsexperimente 
Verwendung fand. Die Alge Apatococcus hat für diese Arbeit keine Relevanz und ist Gegenstand anderer 
Untersuchungen. 
 
2.4.5.2.2 Testung von ALK-Allergenpräparaten 
Es wurde jeweils eine 96er Platte pro Alge mit KÜS beschichtet und mit dem gleichen 
schachbrettartigen Pipettiermuster wurden Allergenpräparate der Firma ALK-Abelló 
zusammen mit dem Assay-Puffer und dem Serum bzw. zusammen mit den KÜS der Algen 
und dem Serum auf ihre Reaktivität untersucht. Eingesetzt wurden Präparationen von Beifuß, 
Birke, Brennnessel, Erle, Dermatophagoides farinae, Gräsermischung (Wiesenhafer, 
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Knäuelgras, Wiesenschwingel, Raygras, Wiesenlieschgras, Wiesenrispengras zu gleichen 
Teilen), Hasel und Ragweed (die genaue Zusammensetzung und Konzentrationen sind unter 
2.3 nachzulesen). Diese ALK-Allergenpräparate, die in der HNO-Ambulanz der 
Universitätsklinik Leipzig im Haut-Pricktest verwendet werden, wurden für diesen Zweck 
1:10 in Assay-Puffer verdünnt und zu den vorher gegenüber Algen positiv getesteten Seren 
pipettiert. Die Seren wurden 1:6 verdünnt verwendet, um eine potentiell stärkere 
Unterdrückung der Bindung der darin enthaltenen IgE-Antikörper an der Beschichtung 
erzielen zu können. 
 
2.4.5.2.3 Testung von Seren von Tumorpatienten 
Vergleichend wurden zudem 20 Seren von Tumorpatienten der HNO-Klinik auf die drei 
Algenarten getestet. Dafür wurden die Seren in einer 1:8-Verdünnung eingesetzt. 
 
2.4.5.2.4 Proteinanreicherung der KÜS 
Es wurden KÜS der drei Algenspezies aufkonzentriert, um erste Aussagen über die Größe des 
vermuteten Allergens zu erlangen. Für das Aufkonzentrieren wurden Amicon
®
 Ultra-15-
Zentrifugen-Röhrchen (Millipore, Schwalbach) mit dynamischem Größenausschluss für 
Proteine mit Molekulargewicht größer als 10 kDa verwendet. Nach Zugabe der KÜS 
(Sterilwerkbank) wurden die Röhrchen laut Herstellerangaben 10 min bei 4000 x g 
zentrifugiert, Eluat und Konzentrat in Eppendorf-Tubes überführt und bei -20°C aufbewahrt.  
Geprüft wurden Beschichtungen der 96er Platten mit dem KÜS der drei Algenarten im 
Vergleich mit dem korrespondierenden Eluaten und Konzentraten in reiner Form und in 
Verdünnungen von 5 µg/ml (entsprechend der Proteinkonzentrationsbestimmung) mit je 50 µl 
pro Kavität mit positiv auf die jeweilige Alge reagierenden Seren (Serum 21 bei Stichococcus 
und Xanthonema, Serum 17 bei Tetracystis). 
 
2.4.6 SDS-PAGE und Western Blot 
Um das Proteingemisch der KÜS aufzutrennen und das gesuchte Antigen, welches zuvor bei 
den ELISA-Versuchen durch humanes IgE gebunden wurde, hinsichtlich seiner Größe näher 
zu bestimmen, kam die eindimensionale diskontinuierliche Elektrophorese (Disc-
Elektrophorese) nach Laemmli [75] zum Einsatz. Es wurde die Sodiumdodecylsulfat-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) angewandt, welche eine Form der Disc-
Elektrophorese darstellt [76].  
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Das 10%-ige Trenngel (3,33 ml 30%-iges Acrylamid, 2,5 ml Trenn-Tris, 4,11 ml A. dest., 8 µl 
TEMED, 50 µl APS (10 %-iges Ammoniumpersulfat)) wurden nach gründlicher 
Durchmischung im Becherglas zügig blasenfrei zwischen die Glasplatten einer vertikalen 
Elektrophoreseapparatur pipettiert. Gleiches galt für das 5%-ige Sammelgel (960 µl 30 %-iges 
Acrylamid, 1,5 ml Trenn-Tris, 3504 µl A. dest., 6 µl TEMED, 30 µl APS), das über das 
Trenngel geschichtet und in das ein Kamm eingesetzt wurde. Nach dem Trocknen des Gels 
wurde der Laufpuffer in die Elektrophoresekammer gegeben (ca. 3 cm hoch). Die im 
Vakuum-Konzentrator (SpeedVac, Thermo Fisher Scientific, Bonn) aufkonzentrierten 
Algenproben wurden 1:2 in SDS-PAGE-Sample-Puffer verdünnt und 30 min bei 95°C 
denaturiert, bevor sie mit 30 µg Protein und 12 µl in die Taschen pipettiert wurden. 
Abschließend wurden farbcodierte Proteingrößenstandards (Spectra™ Multicolor Broad 
Range Protein Ladder, Thermo Fisher Scientific, Bonn) mit 8 µl in die zwei außen liegenden 
Taschen eingebracht, die Kammer in die Elektrovorrichtung eingesetzt, der Innenraum der 
Apparatur mit Laufpuffer aufgefüllt (vollständige Bedeckung der Gele), mit 110 V 15 min 
gesammelt und die Größenseparation der Proteine bei 130 V in 100 min realisiert. Die für den 
Western Blot [77] verwendeten Nitrozellulose-Membranen und die Filterpapiere wurden in 
Towbin-Puffer eingelegt. Der Blotter wurde beginnend bei der Anodenplatte mit zwei 
Filterpapieren, der Nitrozellulose-Membran, dem zusätzlich mit Towbin-Puffer benetzten Gel 
(ohne Sammelgel) und zwei weiteren Filterpapieren bestückt und überschüssiger Puffer mit 
Zellstoff abgetrocknet (Vermeidung von Kriechströmen). Nach Aufbringen der Kathode 
wurde über 60 Minuten 100 V geblottet. Nachfolgend wurde die Nitrozellulose-Membran in 
5%-iger Milchproteinlösung über Nacht bei 4°C inkubiert (Blocken freier 
Proteinbindungsstellen) und dreimal 10 min mit PBS/T (0,1 % v/v) gewaschen, bevor 30 min 
mit 1:4 in PBS verdünntem Serum bei Raumtemperatur inkubiert wurde. Zur Entfernung nicht 
gebundenen IgEs folgte dreimaliges Waschen wie oben beschrieben. Allergenspezifisches 
humanes IgE wurde indirekt durch Maus-anti-human-IgE-AK (IgM, ɛ-Ketten spezifisch, 
SouthernBiotech) und Ziege-anti-Maus-Poly-HRP-Konjugat (Poly-HRP, Thermo Fisher 
Scientific) sowie TMB (1-Step TMB Ultra, Thermo Fisher Scientific) detektiert. Der 
Primärantikörper (1:200 in 6 %-iger Milchproteinlösung) und (nach viermaligem Waschen) 
das ebenfalls in 6 %-iger Milchproteinlösung verdünnte HRP-Konjugat (1:1000) wurden 
jeweils eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nach letztmaligem Waschen wurde TMB 
hinzugefügt und zehn bis zwanzig Minuten inkubiert, bis sich blau gefärbte Banden zeigten. 




Die Ergebnisse der Untersuchungen zur Sensibilisierung der Patienten mit Idiopathischer 
Rhinitis gegenüber Proteinen luftgetragener Algen werden nach der Darstellung von 
Patientencharakteristika in der Abfolge der zu diesem Zweck durchgeführten Experimente 
präsentiert. 
3.1 Klinisch-epidemiologische Charakteristika 
Das Vorhandensein einer Idiopathischen Rhinitis wurde wie in 2.2 beschrieben ermittelt. Wir 
fanden im Pricktest bei einer Gesamtzahl von 90 Patienten mit klinisch manifester Rhinitis 
eine allergische Sensibilisierung gegenüber den Allergen-Panels von ALK in 25 Fällen 
(27,78 %). Der Antikörpersuchtest mit Phadia-System (siehe 2.3) führte bei 25/90 Fällen 
(27,78 %) zur Sicherung einer allergischen Sensibilisierung. Die verbliebenen 65/90 Fälle 
wurden als Patienten mit IR definiert. Die nachfolgenden Ergebnisse beziehen sich auf diese 
Gruppe. Zusätzlich wurde noch eine Gruppe von acht gesunden Probanden getestet. 
 
3.2 Proteinkonzentrationsbestimmung 
Anhand einer Kalibrationskurve, die unter Verwendung einer seriellen Verdünnungsreihe von 
Rinderserumalbumin (RSA) erstellt wurde (siehe 2.4.4) und in Abb. 2 zu sehen ist, konnten 
die Proteinkonzentrationen der Algen mit Hilfe des Programms Gen 5™ (Version 1.08.4 von 
BioTek) ermittelt werden. Der Quotient der optischen Dichte bei λ=590 nm und λ=450 nm 
(OD590nm/OD450nm) zeigt im Bereich bis 100 µg/ml eine lineare Abhängigkeit der optischen 
Dichte von der RSA-Konzentration, so dass durch Interpolation die Konzentrationen der 
eingesetzten Algenproben ermittelt werden konnten. Um mit Extrapolation verbundene 
größere Fehler der Quantifizierung zu vermeiden, wurden Verdünnungen der Extrakte 
gemessen, um über Multiplikation mit den Verdünnungsfaktoren die Proteinkonzentrationen 





Abb. 2: RSA-Kalibrationskurve 
Kalibrationskurve einer repräsentativen Bestimmung der Proteinkonzentrationen in 
Extrakten und Kulturüberständen von Algen unter Verwendung von 
Rinderserumalbumin (RSA) als Referenzprotein. 
 
Für S. bacillaris ergaben sich in KÜS Proteinkonzentrationen zwischen 5,87 und 6,54 µg/ml 
und in French-press-Extrakten 150 bis 260 µg/ml. In KÜS von T. aeria wurden zwischen 
6,23 und 21 µg/ml und in Extrakten 116 bis 600 µg/ml gemessen. Bei X. montanum wurden 
Konzentrationen zwischen 2,15 und 6 µg/ml für die KÜS und für die Extrakte 50 bis 
400 µg/ml Protein ermittelt. 
Die Ermittlung der Proteinkonzentrationen war die Grundlage für die darauffolgend 
durchgeführten ELISAs, da dafür 96-well-Platten (Greiner BioOne, Nürtingen) mit einer 
Konzentration von jeweils 5 µg/ml Protein entweder eines KÜS oder Extraktes in PBS 
beschichtet wurden und auch die Hemmexperimente (siehe 2.4.5 bzw. 3.3.3.10) mit 5 µg/ml 
eingestellten Verdünnungen in PBS durchgeführt wurden.  
 
3.3 Aufbau von ELISA zum Nachweis allergenspezifischen Immunglobulins 
Um die Reaktivität von Patientenseren gegenüber Proteinen luftgetragener Algen zu 
bestimmen, wurden direkte und indirekte Sandwich-ELISA verwendet. Für den Aufbau der 
ELISA-Systeme war es zunächst notwendig, Proteine von Algen an eine feste Phase zu 
adsorbieren, um unter Verwendung mehrerer Seren darin vorhandene algenproteinspezifische 
Immunglobuline nachzuweisen. Dies gelang im direkten ELISA mit einem der Seren, weshalb 
darauf verzichtet werden konnte, weitere ELISAs für andere Isotypen aufzubauen, um die im 




3.3.1 Direkter ELISA zum Nachweis allergenspezifischen IgEs in Patientenseren 
Unter Verwendung von Rohextrakten von T. aeria vom 25.02.10 (TA-E1), die mit 5 µg/ml in 
PBS verdünnt zur Beschichtung genutzt wurden, wurden sechs Seren von IR-Patienten 
(Serum 5, 6, 8, 9, 11 und 18) in einem direkten ELISA unter Verwendung eines Peroxidase-
konjugierten murinen monoklonalen Anti-human-IgE-Antikörpers getestet (siehe 2.4.5.1). Es 
stellte sich heraus, dass nur im Serum 8 (MI-180408) spezifisches IgE gegen T. aeria 




Abb. 3: IgE gegen T. aeria (TA-E1) 
Abhängigkeit der Extinktion (E450nm-E620nm) von der Verdünnung des Serums 8 (MI-
180408), Beschichtung mit Tetracystis-Extrakt vom 25.02.10, Anti-human-IgE-
Antikörper 1:1000. 
 
Es zeigte sich eine eindeutige Abhängigkeit der gemessenen Extinktionen als Maß für den 
von der IgE-Konzentration abhängigen Substratumsatz: mit zunehmender Verdünnung 
(sinkender Serumkonzentration) korrelieren abnehmende Extinktionswerte (R
2
=0,9968). Da 
mit der Verdünnung des Serums weniger IgE vorhanden ist, um die an der festen Phase 
adsorbierten Algenproteine zu binden, bindet konsekutiv auch weniger vom 
Detektionsantikörper (anti-human-IgE-Antikörper der Maus), was den TMB-Umsatz 
vermindert und einen geringeren Farbumschlag zur Folge hat. Mit diesem Experiment wurde 
gesichert, dass im Serum eines Patienten mit IR befindliches IgE an festphasengebundene 
Bestandteile von T. aeria binden kann. 
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3.3.2 Indirekter ELISA zum Nachweis algenspezifischen IgEs in Patientenseren 
In den nachfolgenden Experimenten wurden zur Erhöhung der analytischen Sensitivität 
indirekte Sandwich-ELISAs verwendet und unterschiedliche Konzentrationen der Primär- 
(unkonjugierter anti-human-IgE-Antikörper der Maus, IgM, ɛ-Ketten spezifisch, 
SouthernBiotech) und Sekundärantikörper (POD-gekoppeltes Ziege-anti-Maus-IgG Poly-
HRP, Thermo Fisher Scientific) getestet. Zur Verifizierung des im direkten ELISA positiven 
Nachweises von Tetracystis-spezifischen IgE im Serum 8 (MI-180408), wurde in diesem 
Versuch dasselbe in einer seriellen Verdünnungsreihe nochmals gegen T. aeria getestet. 
Serum aus einer zweiten Blutentnahme (zwei Jahre nach der ersten Blutentnahme) des 
Patienten (Serum 8 (MI-090810)) wurde gleichfalls in verschiedenen Verdünnungen getestet. 
Die nachfolgenden Abbildungen (Abb. 4A, B und C) zeigen die gemessenen Extinktionen 
und die Uniformität der Abhängigkeit des Substratumsatzes von der Konzentration beider 
Seren sowie die mit identischen Proteinkonzentrationen bei KÜS durchgängig höher 
gefundenen Substratumsätze als Maß für an die feste Phase gebundenes IgE.  
 
Abb. 4: Konzentrationsabhängigkeit des TMB-Umsatzes von Serum 8 
Konzentrationsabhängigkeit des TMB-Umsatzes von der Serumkonzentration im indirekten Sandwich-ELISA für 
Tetracystis-spezifisches humanes IgE in Serum 8 (A: MI-180408; B/C: MI-090810) bei Verdünnungen des 
Primärantikörpers 1:500 (A, B) bzw. 1:1000 (C) und des Sekundärantikörpers 1:2500 (A, B) bzw. 1:5000 (C). Zur 




Aus Abb. 4C geht hervor, dass der Anstieg bzw. Abfall der Extinktionen bei den eingesetzten 
Verdünnungen des Primär- (1:1000) und Sekundärantikörpers (1:5000) weniger steil ausfällt 
als in Abb. 4A und B mit Verdünnungen von 1:500 (Primärantikörper) und 1:2500 
(Sekundärantikörper), sodass die Verdünnungen von 1:1000 und 1:5000 für die primären und 
sekundären Detektionsantikörper, wie sie in Kombination in der Abb. 4C verwendet wurden, 
als optimal eruiert und in den folgenden Experimenten eingesetzt wurden. Weiteres Ergebnis 
dieses Experiments ist die über mehr als zwei Jahre bestehende Persistenz der allergischen 
Sensibilisierung des Patienten 8. Es wurde darüber hinaus unter Verwendung der zwei Seren 
auch gezeigt, dass sich die Extinktionen bei zwei verschiedenen Extrakten (TA-E1 und 
Extrakt vom 16.04.09 [TA-E2]) und KÜS (KÜS vom 29.09.09 [TA-K1] und 30.09.09 [TA-
K2]), also unterschiedlichen Algenchargen, im gleichen Größenbereich befinden und es 
folglich keinen chargenabhängigen Unterschied hinsichtlich des Anteils der von IgE 
spezifisch erkannten Algenproteine von Tetracystis gibt. 
 
3.3.3 IgE gegen Proteine luftgetragener Algen in Seren von Patienten mit IR 
Zum Nachweis algenspezifischen IgEs in 58 Patientenseren mit IR wurden die indirekten 
Sandwich-ELISAs wie in 2.4.5.2 beschrieben und hinsichtlich der Ergebnisse in 3.3.2 gezeigt 
verwendet. Grundsätzlich wurde mit 5 µg/ml Protein in PBS beschichtet und mit 1:1000 bzw. 
1:5000 verdünnten Nachweisreagenzien gearbeitet. Eine Substratreaktion mit TMB 1-Step 
Ultra mit 30 min Inkubationszeit bis zum Abstoppen mit 1 M H2SO4 wurde zur Analyse 
genutzt, wodurch die Vergleichbarkeit der erhobenen Daten hergestellt werden konnte. 
 
3.3.3.1 IgE gegen Proteine von Tetracystis aeria in Seren von Patienten mit IR 
In den unten stehenden Grafiken (Abb. 5A, B und C) sind die Extinktionen der Testung von 
58 Patientenseren zu sehen. Abb. 5A zeigt die Ergebnisse der Messungen optischer Dichten 
als Maß für die IgE-Konzentration in 1:2-verdünnten Seren bei Verwendung identischer 
Proteinkonzentrationen von entweder KÜS oder Extrakt zur Beschichtung der ELISA-Platten 
bei ansonsten identischer Durchführung der Messung. Die Extinktionen sind als Mittelwert 
und Standardabweichung dargestellt (Doppelbestimmung); die nebeneinander liegenden 
Säulen sollen den Vergleich erleichtern. Auch wenn allgemein eine recht gute Korrelation der 
IgE-Bindung an Proteinpräparationen aus KÜS und Extrakt gezeigt werden kann, gibt es 
mitunter nicht unerhebliche Abweichungen. Die Werte zwischen KÜS und Extrakten  
erwiesen sich im Wilcoxon-Test für zwei gepaarte Merkmale als statistisch signifikant 
different (p=0,01). In Abb. 5B/C wurden die Ergebnisse für den KÜS bzw. für den Extrakt 
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separat und aufsteigend nach der Höhe der Extinktion dargestellt. Bezüglich Abb. 5B, in dem 
die 58 Patientenseren auf TA-K1 auf algenspezifisches IgE getestet wurden, liegt der Median 
x 0,50 bei E450nm-E620nm = 0,179, das erste Quartil Q1 bei E450nm-E620nm = 0,131 und das dritte 
Quartil Q3 bei E450nm-E620nm = 0,256. Um eine Grenze für die sicher positiv reagierenden 
Seren zu erhalten, wurde der Mittelwert plus die zweifache Standardabweichung festgelegt, 
sodass sich für den KÜS (Abb. 5B) mit einem Mittelwert von x = 0,191 und einer 
Standardabweichung s = 0,079 ein Cut-off bei E450nm-E620nm = 0,349 ergibt, welcher als rote 
Linie in der Grafik zu sehen ist und damit nur Serum 35 als positiv reagierend auf TA-K1 
herausgearbeitet wurde. Ebenso wurde mit TA-E1 (Abb. 5C) verfahren, der Median lag bei 
x 0,50 = 0,159, Q1 bei E450nm-E620nm = 0,100 und Q3 bei E450nm-E620nm = 0,224. Der Mittelwert 
ergab x = 0,173 und die Standardabweichung s = 0,087, woraus sich ein Cut-off von E450nm-
E620nm = 0,347 errechnet, welcher Serum 35 und 39 als positiv reagierend erkennen lässt. Um 
den definitiven Nachweis zu erbringen, dass das detektierte Signal der Messungen eindeutig 
IgE war und es sich nicht um Kreuzreaktivitäten mit RSA oder Effekte der Beschichtung der 
Platten handelt, wurden Negativkontrollen auf jeder Platte durchgeführt – zum einen Assay-
Puffer anstelle des Serums (N1) und zum anderen fehlende Beschichtungen der Kavitäten 
(N2). Der Mittelwert der Negativkontrollen N1 (Vierfachbestimmung; xN1 = 0,029) plus deren 
Standardabweichung (sN1 = 0,0019) lag für den KÜS bei 0,0309 (Seren 1 bis 29, Platte 1) und 
bei 0,0418 (xN1 = 0,0368, sN1 = 0,00497, Seren 30 bis 58, Platte 2) bzw. für den Extrakt 
(xN1 = 0,027, sN1 = 0,0008) bei 0,0278 (Seren 1 bis 29, Platte 3) und bei 0,0195 (xN1 = 0,018, 
sN1 = 0,0015, Seren 30 bis 58, Platte 4). N2 ergab jeweils (xN2+sN2) 0,0045 (Platte 1, 2, 3) und 
0,0046 (Platte 4). Womit gezeigt werden konnte, dass beide Negativkontrollen (N1 und N2) 
deutlich unter den ermittelten Mittelwerten der Extinktionen der Patientenseren liegen und 






Abb. 5: Extinktionen der 58 Seren von Patienten mit Verdachtsdiagnose IR (getestet auf TA-K1 und TA-E1) 
Extinktionen der 58 Seren von Patienten mit Verdachtsdiagnose IR im ELISA für den Nachweis von IgE gegen 
Allergene von Tetracystis im KÜS und Extrakt (A), sowie Darstellung der nach aufsteigender Extinktion geordneten 
Ergebnisse nur für den KÜS (Cut-off 0,349; B) bzw. analog für den Extrakt (Cut-off 0,347; C) Die differenten 
Extinktionen reflektieren Unterschiede im Substratumsatz von TMB als Maß für unterschiedliche Mengen 
allergenspezifischen IgEs im Serum von Patienten mit Verdachtsdiagnose IR gegenüber Proteinen von Tetracystis. 
 
Um die Abhängigkeit der Extinktion von der Serumverdünnung und damit von der IgE-
Konzentration zu zeigen und auf diese Weise zu beweisen, dass es sich nicht um eine 
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unspezifische Reaktion handelt, wurden drei Seren (Seren 35, 39 und 100 für TA-E1 bzw. 
Seren 35 und 100 für TA-K1) in einer seriellen Verdünnung (1:4, 1:16, 1:64, 1:256) getestet. 
Abb. 6 zeigt anhand der Versuchsergebnisse den klaren Zusammenhang zwischen gemessener 
Extinktion und Serumkonzentration und damit der IgE-Konzentration (vgl. Abb. 3 und Abb. 4 
Ergebnisse für Serum 8 im direkten ELISA). 
 
 
Abb. 6: Serielle Serumverdünnung (Serum 35, 39, 100; TA-K1, TA-E1) 
Konzentrationsabhängigkeit des TMB-Umsatzes von der Serumkonzentration im indirekten Sandwich-ELISA für 
Tetracystis-spezifisches humanes IgE in Serum 35 und 100 für TA-K1 (A) bzw. in Serum 35, 39 und 100 für TA-E1 
(B). 
 
Da mit der Berechnung des Cut-off (x+2s) nur die sehr stark positiv reagierenden Seren 
herausgearbeitet werden, wie beispielsweise nur Serum 35 bezüglich des TA-K1 bzw. nur die 
Seren 35 und 39 für TA-E1, aber anzunehmen ist, dass weitaus mehr Seren positiv gegenüber 
Proteinen aus den KÜS bzw. Extrakten reagierten, wurde sich iterativ einer Grenze genähert, 
welche auch die übrigen positiv reagierenden Seren als solche erkennen lässt. Dafür wurde 
bei der Berechnung des Cut-off (x+2s) aus allen Ergebnissen einer Messung jene Extinktion 
bzw. Extinktionen mit dem höchsten bzw. den höchsten Werten herausgenommen, sodass die 
Grenze niedriger wurde und dadurch andere Extinktionen wiederum über dieser Grenze lagen, 
die dann ebenfalls herausgenommen wurden. So wurde verfahren, bis keine Extinktion mehr 
über diesem iterativ bestimmten Cut-off lag. Damit ergab sich für den TA-K1 ein iterativ 
bestimmter Cut-off von 0,341 (ursprünglich 0,349) – in diesem Fall liegt tatsächlich nur 
Serum 35 über dieser Grenze (s. Abb. 45A im Bildanhang). Beim TA-E1 errechnete sich eine 
Grenze von 0,261 (ursprünglich 0,347), sodass, zusätzlich zu den positiv reagierenden Seren 
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35 und 39, auch die Seren 29, 19, 43, 34, 17, 31 und 7 (absteigend nach Extinktion geordnet) 
als positiv getestete Seren zu bewerten sind (Abb. 45B im Bildanhang). 
Abb. 7 zeigt anhand des Quotienten KÜS/Extrakt, bei Beschichtung mit identischen 
Proteinkonzentrationen von in TA-K1 oder TA-E1 ermittelten Extinktionen, dass die 
Sensibilisierung der Patienten mit Verdachtsdiagnose IR sehr differiert, allgemein aber eine 
höhere Reaktivität gegenüber den in den KÜS vorhandenen Allergenen zu verzeichnen ist. 
Bezüglich T. aeria lag dieser Qutotient bei 42 der 58 Seren (72,4 %) über 1. 
 
 
Abb. 7: Quotient TA-K1/TA-E1 
Quotient der optischen Dichte (E450nm-E620nm) von KÜS durch Extrakt bei Beschichtung mit identischen 
Proteinkonzentrationen (5 µg/ml) von T. aeria. Die differenten Quotienten belegen die Verschiedenartigkeit der 
erkannten Allergene. 
 
3.3.3.2 IgE gegen Proteine von Stichococcus bacillaris in Seren von Patienten mit IR 
Analog zu den Untersuchungen von T. aeria (siehe 3.3.3.1) wurden dieselben 58 
Patientenseren 1:2 in Assay-Puffer verdünnt auf einer Stichococcus-Beschichtung getestet. 
Die Extinktionen sind für den KÜS (vom 01.10.09, SB-K1) und den Extrakt (vom 01.10.09, 
SB-E1) in Abb. 8A gezeigt (Einfachbestimmung). Der Median der Extinktionen als Maß der 
mittleren Reaktivität gegenüber Proteinen im KÜS von Stichococcus liegt bei x 0,50 = 0,455 
(Q1 = 0,295, Q3 = 0,650) und der rot eingezeichnete Cut-off (x+2s)  bei 0,870 (x = 0,464; 
s = 0,203; Abb. 8B). Die Seren 21 und 35 reagierten sicher positiv und wurden nochmals in 
einer seriellen Verdünnungsreihe geprüft (Abb. 9A). Dem gegenüber wurde bei dem mit 
identischer Proteinkonzentration beschichteten Extrakt (5 µg/ml) ein niedrigerer Median der 
Extinktionen (x 0,50 = 0,242, Q1 = 0,195, Q3 = 0,304) gefunden (Abb. 8C). Der Cut-off lag bei 
0,435 (x = 0,251; s = 0,092). Mit Proteinen des Stichococcus-Extraktes reagierten zwei Seren 
(14 und 21) besonders stark positiv. Auch für diese Seren wurde die 
Konzentrationsabhängigkeit der Reaktion mit Extrakten gezeigt (Abb. 9B). Um auch hier 
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Kreuzreaktivitäten mit RSA oder Effekte der Plattenbeschichtung auszuschließen, wurden 
ebenfalls Negativkontrollen durchgeführt: N1 (Assay-Puffer anstatt Serum, xN1+sN1) für SB-
K1 ergab 0,019, für SB-E1 0,029; N2 (ohne Beschichtung, xN2+sN2) lag für SB-K1 bei 0,0046 
und bei 0,0044 (SB-E1), wobei auch diese Werte deutlich unter den Mittelwerten der 
gemessenen optischen Dichten der Patientenseren liegen und somit unspezifische Reaktionen 







Abb. 8: Extinktionen der 58 Seren von Patienten mit Verdachtsdiagnose IR (getestet auf SB-K1 und SB-E1) 
Extinktionen der 58 Seren von Patienten mit Verdachtsdiagnose IR im ELISA für den Nachweis von IgE gegen 
Allergene von Stichococcus im KÜS und Extrakt (A), sowie Darstellung der nach aufsteigender Extinktion geordneten  
Ergebnisse nur für den KÜS (Cut-off 0,870; B) bzw. analog nur für den Extrakt (Cut-off 0,435; C). Die differenten 
Extinktionen zeigen auch für diese Algenspezies die Unterschiede im Substratumsatz von TMB als Maß für 
unterschiedliche Mengen allergenspezifischen IgEs in Serum von Patienten mit Verdachtsdiagnose IR gegenüber 





Abb. 9: Serielle Serumverdünnung (Serum 14, 21, 35, 100; SB-K1, SB-E1) 
Konzentrationsabhängigkeit des TMB-Umsatzes von der Serumkonzentration im indirekten Sandwich-ELISA für 
Stichococcus-spezifisches humanes IgE in Serum 21, 35 und 100 für SB-K1 (A) bzw. in Serum 14, 21 und 100 für SB-
E1 (B). 
 
Für die Alge S. bacillaris wurde analog eine Grenze iterativ bestimmt: dieser Cut-off für SB-
K1 liegt bei 0,807 (ursprünglich 0,870), sodass Serum 12 ebenfalls als positiv reagierend zu 
erachten ist (Abb. 10A). Hinsichtlich SB-E1 ergab sich eine iterativ bestimmte Grenze, die 
bei 0,365 liegt (ursprünglich 0,435). Damit fielen die Seren 34, 5, 20, 35 und 15 zusätzlich zu 





Abb. 10: Iterativ bestimmter Cut-off für SB-K1 und SB-E1 
Iterativ bestimmter Cut-off für die bereits oben erhobenen Daten für Stichococcus bacillaris (Vgl. Abb. 8), für SB-K1 
liegt diese Grenze bei 0,807 (A) und für SB-E1 bei 0,365 (B). 
 
Auch für S. bacillaris wurde der Quotient der Extinktionen, bei Beschichtung mit identischen 
Proteinkonzentrationen von SB-K1 bzw. SB-E1, gebildet, womit sich zeigen lässt, dass die 
Sensibilisierung der Patienten mit Verdachtsdiagnose IR ebenso für diese Algenart sehr 
differiert und auch für Stichococcus eine höhere Reaktivität gegenüber den in KÜS existenten 
Allergenen zu verzeichnen ist. Nur zwei Seren (5 und 37) liegen unter 1 (Abb. 11), damit sind 
die Extinktionen der KÜS-Beschichtung in 96,6 % größer als die korrespondierenden 





Abb. 11: Quotient SB-K1/SB-E1 
Quotient der optischen Dichte (E450nm-E620nm) von KÜS durch Extrakt bei Beschichtung mit identischen 
Proteinkonzentrationen (5 µg/ml) von S. bacillaris. Die differenten Quotienten belegen auch in diesem Zusammenhang 
die Verschiedenartigkeit der erkannten Allergene. Für Serum 26 betrug der Quotient 19,7, aus Platzgründen wurde 
die Ordinatenskalierung nur bis 4,0 gewählt. 
 
3.3.3.3 IgE gegen Proteine von Xanthonema montanum in Seren von Patienten mit IR 
In gleicher Weise wurden auf Beschichtungen von Xanthonema-KÜS (vom 02.03.10, XM-
K1) und –Extrakt (vom 02.03.10, XM-E1) die 58 Patientenseren 1:2 in Assay-Puffer verdünnt 
untersucht. Abb. 12A stellt die Ergebnisse der Extinktionsmessung für den KÜS und den 
Extrakt dar. Der Median bezüglich des KÜS liegt bei x 0,50 = 0,335 (Q1 = 0,274, Q3 = 0,462) 
und der rot eingezeichnete Cut-off (x+2s) bei 0,690 (x = 0,372; s = 0,159; Abb. 12B). Gegen 
Proteine im KÜS von Xanthonema reagierten damit Serum 17 und Serum 21 sicher positiv. 
Diese wurden analog zu den anderen beiden Algenspezies ebenfalls in einer seriellen 
Verdünnungsreihe getestet (Abb. 13A). Betrachtet man die für Proteine bestimmten Werte aus 
dem Extrakt, der für die Beschichtung mit identischer Proteinkonzentration (5 µg/ml) 
eingesetzt wurde, wird ersichtlich, dass auch hier die Werte im Vergleich zum KÜS niedriger 
ausfallen (Abb. 12C): x 0,50 = 0,187, Q1 = 0,163, Q3 = 0,250 und Cut-off = 0,359 (x = 0,211; 
s = 0,074). Diese Grenze lässt die Seren 9, 34 und 35 als stark positiv reagierende erkennen, 
sodass diese Patienten ebenfalls noch einmal in einer seriellen Verdünnungsreihe getestet 
wurden (Abb. 13B). Auch in diesem Beispiel scheiden unspezifische Reaktionen wie 
Kreuzreaktivitäten mit RSA oder Effekte der Plattenbeschichtung aus, da N1 (Assay-Puffer 
anstatt Serum, xN1+sN1) mit 0,015 für XM-K1 und auch XM-E1 sowie N2 (ohne 
Beschichtung, xN2+sN2) mit 0,0043 (XM-K1) und 0,0044 (XM-E1) deutlich unter den 






Abb. 12: Extinktionen der 58 Seren von Patienten mit Verdachtsdiagnose IR (getestet auf XM-K1 und XM-E1) 
Extinktionen der 58 Seren von Patienten mit Verdachtsdiagnose IR im ELISA für den Nachweis von IgE gegen 
Allergene von Xanthonema im KÜS und Extrakt (A), sowie Darstellung der nach aufsteigender Extinktion geordneten  
Ergebnisse nur für den KÜS (Cut-off 0,690; B) bzw. analog nur für den Extrakt (Cut-off 0,359; C). Die differenten 
Extinktionen zeigen auch für diese Algenspezies die Unterschiede im Substratumsatz von TMB als Maß für 
unterschiedliche Mengen allergenspezifischen IgEs in Serum von Patienten mit Verdachtsdiagnose IR gegenüber 





Abb. 13: Serielle Serumverdünnung (Serum 9, 17, 21, 34, 35, 100; XM-K1, XM-E1) 
Konzentrationsabhängigkeit des TMB-Umsatzes von der Serumkonzentration im indirekten Sandwich-ELISA für 
Xanthonema-spezifisches humanes IgE in Serum 17, 21 und 100 für den KÜS (A) bzw. in Serum 9, 34, 35 und 100 für 
den Extrakt (B). 
 
Die iterativ bestimmte Grenze für XM-K1 liegt bei 0,555 (ursprünglich 0,690), was – neben 
Serum 17 und 21 – auch die Seren 34, 35 und 5 als positive erkennen lässt (Abb. 46A im 
Bildanhang). Hinsichtlich XM-E1 ergibt sich ein iterativ bestimmter Cut-off von 0,255 
(ursprünglich 0,359). Damit wird ersichtlich, dass die Seren 21, 5, 17, 29, 39, 54, 33, 15, 31 
und 14 ebenfalls positiv getestet wurden (Abb. 46B im Bildanhang). 
In Abb. 14 ist der Quotient der Extinktionen bei Beschichtung mit identischen 
Proteinkonzentrationen von XM-K1 bzw. XM-E1 zu sehen, sodass auch für diese 
Algenspezies gezeigt werden kann, dass die Sensibilisierung der Patienten mit 
Verdachtsdiagnose IR sehr unterschiedlich abläuft und auch für Xanthonema eine höhere 
Reaktivität gegenüber den allergenen Proteinen im KÜS zu vermerken ist. Nur zwei Seren (37 
und 38) liegen unter 1 – damit sind die Extinktionen der KÜS-Beschichtung ebenfalls in 




Abb. 14: Quotient XM-K1/XM-E1 
Quotient der optischen Dichte (E450nm-E620nm) von KÜS durch Extrakt bei Beschichtung mit identischen 
Proteinkonzentrationen (5 µg/ml) von X. montanum. Die differenten Quotienten belegen auch in diesem 
Zusammenhang die Verschiedenartigkeit der erkannten Allergene. 
 
3.3.3.4 IgE gegen Proteine von Tetracystis aeria einer zweiten Algencharge in Seren von 
Patienten mit IR 
Die gleichen 58 Seren wurden analog wie oben beschrieben auf Beschichtungen der drei 
Algenspezies (5 µg/ml in PBS) getestet. Um Serum zu sparen, wurden sie 1:4 in Assay-Puffer 
verdünnt. Abb. 15 zeigt in gleicher Weise wie Abb. 5, 8 und 12 die Ergebnisse der 
Messungen. Für die Extinktionen, die für den KÜS (vom 30.09.09, TA-K2) erhoben wurden, 
lag der Median x 0,50 bei 0,186 (Q1 = 0,120, Q3 = 0,272) und der rot eingezeichnete Cut-off 
(x+2s) bei 0,411 (x = 0,203; s = 0,104; Abb. 15B). Serum 17, 32 und 35 liegen über diesem 
Wert und wurden nochmals in einer seriellen Verdünnungsreihe geprüft (Abb. 16A). Für den 
Extrakt (vom 30.09.09, TA-E3) errechnet sich für die gemessenen Extinktionen ein Median 
x 0,50 von 0,156 (Q1 = 0,079, Q3 = 0,204) und ein Cut-off von 0,389 (x = 0,167; s = 0,111; Abb. 
15C). Über dieser Grenze liegen die Seren 29, 39, 35 und 31, die analog in einer 
Verdünnungsreihe getestet wurden (Abb. 16B). Um auch hier unspezifische Reaktionen mit 
RSA auszuschließen, wurde als Negativkontrolle Assay-Puffer anstelle des Serums verwendet 





Abb. 15: Extinktionen der 58 Seren von Patienten mit Verdachtsdiagnose IR (getestet auf TA-K2 und TA-E3) 
Extinktionen der 58 Seren von Patienten mit Verdachtsdiagnose IR im ELISA für den Nachweis von IgE gegen 
Allergene von Tetracystis im KÜS und Extrakt (A), sowie Darstellung der nach aufsteigender Extinktion geordneten  
Ergebnisse nur für den KÜS (Cut-off 0,411; B) bzw. analog nur für den Extrakt (Cut-off 0,389; C). Die differenten 
Extinktionen reflektieren Unterschiede im Substratumsatz von TMB als Maß für unterschiedliche Mengen 





Abb. 16: Serielle Serumverdünnung (Serum17, 29, 31, 32, 35, 39, 100; TA-K2, TA-E3) 
Konzentrationsabhängigkeit des TMB-Umsatzes von der Serumkonzentration im indirekten Sandwich-ELISA für 
Tetracystis-spezifisches humanes IgE in den Seren 17, 32, 35 und 100 für den KÜS (A) bzw. in den Seren 29, 31, 35, 39 
und 100 für den Extrakt (B). 
 
Da bei der Messung der zweiten Algencharge die Negativkontrolle (Assay-Puffer anstatt 
Serum) 37-fach bestimmt wurde, konnte mithilfe des Mittelwertes und der 
Standardabweichung der LLD-Wert (Lower Limit of Detection, LLD, x+2s) als 
Nachweisgrenze für im Serum vorhandenes IgE, das an festphasenadsorbierte Proteine der 
Algen bindet, bestimmt werden. Der LLD der Negativkontrollen für die Messungen im TA-
K2 liegt bei 0,018 (x = 0,014; s = 0,002) bzw. bei 0,018 (x = 0,012; s = 0,003) für TA-E3. 
Auch für TA-K2 wurde eine weitere Grenze iterativ bestimmt, um alle positiv reagierenden 
Seren zu erfassen. Für die Messungen im KÜS liegt der iterative Cut-off bei 0,358 
(ursprünglich 0,411) mit Serum 39 darüber liegend (Abb. 47A im Bildanhang). Die iterativ 
bestimmte Grenze für die Extinktionen, die im TA-E3 gemessen wurden, liegt bei 0,247 
(ursprünglich 0,389). Damit sind die Seren 17, 34, 54, 19, 30 und 57 noch positiv (Abb. 47B 
im Bildanhang). 
Ebenfalls für die zweite Algencharge wurde der Quotienten der bei Beschichtung mit 
identischen Proteinkonzentrationen von TA-K1 und TA-E3 ermittelten Extinktionen errechnet 
und abgebildet (Abb. 17). Dieser zeigt ebenso, dass die Sensibilisierung der Patienten mit 
Verdachtsdiagnose IR sehr unterschiedlich ausfällt, allgemein aber auch hier eine höhere 
Reaktivität gegenüber den in den KÜS vorhandenen allergenen Proteinen zu verzeichnen ist. 




Abb. 17: Quotient TA-K2/TA-E3 
Quotient der optischen Dichte (E450nm-E620nm) von KÜS durch Extrakt bei Beschichtung mit identischen 
Proteinkonzentrationen (5 µg/ml) von T. aeria. Die differenten Quotienten zeigen auch in diesem Fall die 
Verschiedenheit der erkannten Allergene. 
 
3.3.3.5 IgE gegen Proteine von Stichococcus bacillaris einer zweiten Algencharge in 
Seren von Patienten mit IR 
Die 58 Patientenseren wurden 1:4 in Assay-Puffer verdünnt. Die Extinktionen sind in Abb. 18 
gezeigt für Stichococcus-KÜS vom 30.09.09 (SB-K2) und –Extrakt vom 24.02.10 (SB-E2). 
Der Median der Extinktionen, gemessen für SB-K2, liegt bei x 0,50 = 0,279 (Q1 = 0,178, 
Q3 = 0,416) und der Cut-off (x+2s)  bei 0,592 (x = 0,300; s = 0,146; Abb. 18B). Die Seren 35 
und 54 reagierten sicher positiv und wurden nochmals in einer seriellen Verdünnungsreihe auf 
SB-K2-Beschichtung geprüft (Abb. 19A). Dem gegenüber wurde bei dem mit identischer 
Proteinkonzentration beschichteten Extrakt (5 µg/ml) ein höherer Median der Extinktionen 
(x 0,50 = 0,301, Q1 = 0,189, Q3 = 0,410) gefunden (Abb. 18C). Der Cut-off lag bei 0,652 
(x = 0,318; s = 0,167). Die Seren 54, 35 und 21 reagierten damit besonders stark positiv und 
wurden seriell verdünnt geprüft (Abb. 19B). Für die Negativkontrolle ergab sich 





Abb. 18: Extinktionen der 58 Seren von Patienten mit Verdachtsdiagnose IR (getestet auf SB-K2 und SB-E2) 
Extinktionen der 58 Seren von Patienten mit Verdachtsdiagnose IR im ELISA für den Nachweis von IgE gegen 
Allergene von Stichococcus im KÜS und Extrakt (A), sowie Darstellung der nach aufsteigender Extinktion geordneten  
Ergebnisse nur für den KÜS (Cut-off 0,592; B) bzw. analog nur für den Extrakt (Cut-off 0,652; C). Die differenten 
Extinktionen zeigen auch für diese Algenspezies die Unterschiede im Substratumsatz von TMB als Maß für 
unterschiedliche Mengen allergenspezifischen IgEs in Serum von Patienten mit Verdachtsdiagnose IR gegenüber 





Abb. 19: Serielle Serumverdünnung (Serum 21, 35, 54, 100; SB-K2, SB-E2) 
Konzentrationsabhängigkeit des TMB-Umsatzes von der Serumkonzentration im indirekten Sandwich-ELISA für 
Stichococcus-spezifisches humanes IgE in Serum 35, 54 und 100 für den KÜS (A) bzw. in Serum 21, 35, 54 und 100 für 
den Extrakt (B). 
 
Der LLD der Negativkontrollen für die Messungen im SB-K2 liegt bei 0,022 (x = 0,014; 
s = 0,004) bzw. bei 0,018 (x = 0,014; s = 0,002) für SB-E2. 
Die iterativ bestimmte Grenze für die gemessenen Extinktionen im KÜS liegt bei 0,521 
(ursprünglich 0,592). Gegen Proteine im Stichococcus-KÜS reagierten damit auch die Seren 
33, 17 und 48 (Abb. 48A im Bildanhang). 0,451 (ursprünglich 0,652) war die iterativ 
bestimmte Grenze bezüglich des Extraktes, sodass die Seren 33, 14, 39, 29, 30, 41, 17, 31 und 
15 zu den positiven zählen (Abb. 48B im Bildanhang). 
Für S. bacillaris der zweiten Algencharge wurde der Quotient der Extinktionen bei 
Beschichtung mit identischen Proteinkonzentrationen von SB-K2 bzw. SB-E2 analog 
gebildet. In diesem Fall liegen erstmals über 50 % (genau 67,2 %, 39 Seren) unter 1 (Abb. 
20), sodass für diese Messungen eine höhere Reaktivität gegenüber den im Extrakt 





Abb. 20: Quotient SB-K2/SB-E2 
Quotient der optischen Dichte (E450nm-E620nm) von KÜS durch Extrakt bei Beschichtung mit identischen 
Proteinkonzentrationen (5 µg/ml) von S. bacillaris. Die differenten Quotienten belegen auch in diesem Zusammenhang 
die Verschiedenartigkeit der erkannten Allergene, wobei erstmals eine höhere Reaktivität gegenüber dem Extrakt 
vorlag. 
 
3.3.3.6 IgE gegen Proteine von Xanthonema montanum einer zweiten Algencharge in 
Seren von Patienten mit IR 
Auch für diesen Nachweis von algenspezifischem IgE wurden die 58 Patientenseren 1:4 in 
Assay-Puffer verdünnt. Abb. 21 zeigt die gemessenen Extinktionen. Der Median der 
Extinktionen für den KÜS (vom 15.04.09, XM-K2) liegt bei x 0,50 = 0,202 (Q1 = 0,149, 
Q3 = 0,265) und der Cut-off (x+2s)  bei 0,459 (x = 0,221; s = 0,119; Abb. 20 B). Serum 17 
reagierte sicher positiv und wurde nochmals in einer seriellen Verdünnungsreihe untersucht 
(Abb. 22A). Beim Extrakt (vom 15.04.09, XM-E2) ergibt der Median der Extinktionen 
x 0,50 = 0,124 (Q1 = 0,106, Q3 = 0,155) (Abb. 21C) und der Cut-off  0,244 (x = 0,136; 
s = 0,054), womit die Seren 44, 7 und 30 am stärksten positiv reagierten und seriell verdünnt 
nochmals gemessen wurden (Abb. 22B). Der Mittelwert plus Standardabweichung der 





Abb. 21: Extinktionen der 58 Seren von Patienten mit Verdachtsdiagnose IR (getestet auf XM-K2 und XM-E2) 
Extinktionen der 58 Seren von Patienten mit Verdachtsdiagnose IR im ELISA für den Nachweis von IgE gegen 
Allergene von Xanthonema im KÜS und Extrakt (A), sowie Darstellung der nach aufsteigender Extinktion geordneten  
Ergebnisse nur für den KÜS (Cut-off 0,459; B) bzw. analog nur für den Extrakt (Cut-off 0,244; C). Die differenten 
Extinktionen zeigen auch für X. montanum die Unterschiede im Substratumsatz von TMB als Maß für 
unterschiedliche Mengen allergenspezifischen IgEs in Serum von Patienten mit Verdachtsdiagnose IR gegenüber 





Abb. 22: Serielle Serumverdünnung (Serum 7, 17, 30, 44, 100; XM-K2, XM-E2) 
Konzentrationsabhängigkeit des TMB-Umsatzes von der Serumkonzentration im indirekten Sandwich-ELISA für 
Xanthonema-spezifisches humanes IgE in Serum 17 und 100 für den KÜS (A) bzw. in Serum 7, 30, 44 und 100 für den 
Extrakt (B). 
 
Der LLD der Negativkontrollen für die Messungen im XM-K2 ergibt 0,023 (x = 0,017; 
s = 0,003) bzw. bei 0,041 (x = 0,015; s = 0,013) für XM-E2. 
Als iterativ bestimmte Grenze für die gemessenen Extinktionen im KÜS zeigte sich 0,326 
(ursprünglich 0,459). Die Seren 54, 30, 55, 14, 39 und 34 können somit als positiv bezeichnet 
werden (Abb. 49A im Bildanhang). Hinsichtlich des Extraktes liegt diese Grenze bei 0,173 
(ursprünglich 0,244), was die Seren 47, 16, 27, 32, 31, 22, 26, 28 und 40 als ebenfalls positiv 
reagierende erkennen lässt (Abb. 49B im Bildanhang). 
Der Quotient der Extinktionen bei Beschichtung mit identischen Proteinkonzentrationen von 
XM-K2 bzw. XM-E2 ist in Abb. 23 dargestellt. 79,3% (46 Seren) liegen über 1, sodass für 






Abb. 23: Quotient XM-K2/XM-E2 
Quotient der optischen Dichte (E450nm-E620nm) von KÜS durch Extrakt bei Beschichtung mit identischen 
Proteinkonzentrationen (5 µg/ml) von X. montanum. Die differenten Quotienten belegen auch für X. montanum die 
Verschiedenartigkeit der durch IgE gebundenen Allergene. 
 
3.3.3.7 Vergleich der beiden Algenchargen 
Die in Abb. 50, Abb. 51 und Abb. 52 gezeigten Grafiken im Bildanhang stellen alle 58 
Patientenseren, die auf den drei Algenspezies in zwei verschiedenen Chargen getestet wurden, 
gegenüber. Vordergründig soll damit gezeigt werden, dass im Allgemeinen bis auf einzelne 
Ausnahmen eine Systematik zu erkennen ist, die die Tagesschwankungen des ELISAs 
verdeutlichen soll. Zudem wurden die Seren bei der Messung der ersten Algencharge 1:2 und 
bei der zweiten 1:4 in Assay-Puffer verdünnt. 
Bei Anwendung der 2-Sigma-Regel auf die 58 Datenreihen (jeweils Testung auf zwei KÜS 
und Extrakte pro Alge) ist festzustellen, dass alle erhobenen Werte zwischen der jeweils zur 
Dateireihe unteren (x-2s) und oberen (x+2s) Grenze liegen. Die einzige Ausnahme bildet 
Serum 1, bei dessen Testung auf Xanthonema- Extrakt vom 15.04.09 der Wert extrem von der 
unteren Grenze abweicht, was auf einen Messfehler oder fehlerhaftes Pipettieren 
zurückgeführt wird. 
 
3.3.3.8 IgE gegen Proteine von S. bacillaris, T. aeria und X. montanum in Seren von 
Patienten mit IR (Serum 59-97) 
Nach den ersten 58 Seren wurden weitere 39 Patientenseren auf Beschichtungen aller drei 
Algenspezies im indirekten ELISA analysiert. Hierfür wurden ausschließlich KÜS der SB-
K1, TA-K4 oder XM-K2 (5 µg/ml) verwendet, da – wie oben gezeigt – die Signalstärke auf 
KÜS meist höher war (s. Abb. 7, Abb. 11, Abb. 14, Abb. 17, Abb. 23). Der Median der 
Extinktionen für SB-K1-Beschichtung liegt bei x 0,50 = 0,263 (Q1 = 0,232, Q3 = 0,349) und der 
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Cut-off (x+2s) bei 0,474 (x = 0,294; s = 0,090; Abb. 24A). Damit reagierten die Seren 91 und 
78 sicher positiv und es konnte auch für diese zwei Seren die Abhängigkeit der Extinktion 
(und damit der IgE-Konzentration) von der Serumverdünnung in einer seriellen 
Verdünnungsreihe gezeigt werden (s. Abb. 25A). Für die iterativ bestimmte Grenze ergab sich 
ein Wert von 0,412, wodurch Serum 79 zusätzlich positiv gewertet werden kann. Auf TA-K4-
Beschichtung liegt der Median bei x 0,50 = 0,443 (Q1 = 0,305, Q3 = 0,591) und der Cut-off bei 
0,947 (x = 0,487; s = 0,230; s. Abb. 24B). Über dieser Grenze liegen die Seren 78 und 76, 
welche ebenfalls in einer seriellen Verdünnungsreihe geprüft wurden (s. Abb. 25B). Hier lässt 
der iterative Cut-off bei 0,593 die Seren 96, 79, 64, 72, 95, 94, 86 und 91 als positiv 
reagierende Seren erkennen. Serum 78 liegt als einziges Serum über dem Cut-off von 0,856 
(x = 0,426; s = 0,215) auf XM-K2-Beschichtung (x 0,50 = 0,383; Q1 = 0,274, Q3 = 0,533; Abb. 
24C) und wurde nochmals in einer seriellen Verdünnungsreihe untersucht (s. Abb. 25C). Bei 
0,623 liegt die iterativ bestimmte Grenze, womit auch noch die Seren 71, 91, 79 und 93 





Abb. 24: Extinktionen der Seren 59-97 von Patienten mit Verdachtsdiagnose IR (getestet auf SB-K1, TA-K4, XM-K2) 
Extinktionen der Seren 59-97 (Serumverdünnung 1:4 in Assay-Puffer) von Patienten mit Verdachtsdiagnose IR im 
ELISA für den Nachweis von IgE gegen Allergene aus KÜS von S. bacillaris (Cut-off 0,474, A), T. aeria (Cut-off 0,947, 
B) und X. montanum (Cut-off 0,856, C) nach aufsteigender Extinktion. Die differenten Extinktionen zeigen für alle 
drei Algenspezies die Unterschiede im Substratumsatz von TMB als Maß für unterschiedliche Mengen 
allergenspezifischen IgEs in Seren von Patienten mit Verdachtsdiagnose IR gegenüber Proteinen von Stichococcus, 





Abb. 25: Serielle Serumverdünnung (Serum 76, 78, 91, 100; SB-K1, TA-K4, XM-K2) 
Konzentrationsabhängigkeit des TMB-Umsatzes von der Serumkonzentration im indirekten Sandwich-ELISA für 
S.bacillaris-spezifisches humanes IgE in Serum 78, 91 und 100 (A), für T. aeria-spezifisches humanes IgE in Serum 76, 
78 und 100 (B) und für X. montanum-spezifisches humanes IgE in Serum 78 und 100 (C). 
 
3.3.3.9 Testung ausgewählter Seren auf Tetracystis aeria verschiedener Zellzahlen 
Zur Prüfung auf potentiell differierende Allergenproduktion bei verschiedenen 
Zellkulturbedingungen und insbesondere Zelldichten wurden KÜS und Extrakte von T. aeria 
(vom 02.08.10; TA-K3, TA-E4) eingesetzt. Die mit unterschiedlichen Zellzahlen gestarteten 
Kulturen enthielten 100.000 Zellen/ml, 500.000 Zellen/ml und 1 Mio. Zellen/ml. Der 
Nachweis wurde mit zuvor hinsichtlich T. aeria negativ (Serum 37), mäßig positiv (Serum 8) 
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und stark positiv reagierenden Seren (Serum 35) sowie Serum 100 geführt. Die 1:4 in Assay-
Puffer verdünnten Seren zeigten einheitliche Reaktivität. Abb. 26 stellt dar, dass die in den 
einzelnen Tetracystis-Präparationen enthaltene Zellzahl keine Rolle hinsichtlich der Stärke 
der Reaktion und damit der IgE-Bindung an allergene Proteine aus den KÜS bzw. Extrakten 




Abb. 26: Vergleich der Allergengehalte hinsichtlich eingesäter Zellzahlen verschiedener Kulturen von Tetracystis-
Präparationen von anhand der im ELISA ermittelten Extinktionen. 
Seren mit differenten Konzentrationen T. aeria-spezifischen IgEs zeigen identische Konzentrationsverhältnisse von 
allergenen Proteinen im Gesamtprotein im KÜS (A, TA-K3) und Algenextrakt (B, TA-E4) an, unabhängig von 
verschiedenen Zellzahlen (jeweils 100.000, 500.000 und 1 Mio. Zellen/ml). 
 
3.3.3.10 Hemmexperimente auf Stichococcus-Beschichtung 
Die Hemmexperimente zur Ermittlung der Kompetition von Algenprotein in Lösung mit 
festphasengebundenem Allergen wurden wie unter 2.4.5.2.1 beschrieben durchgeführt. Für 
die Testung von Kreuzreaktivität gegenüber S. bacillaris wurde eine 96-well-Platte mit KÜS 
von S. bacillaris (SB-K2; 5 µg/ml) beschichtet. Getestet wurden vier positive Seren (14, 21, 
35 und 54; siehe Abb. 18) in einer geometrischen Verdünnungsreihe.  
Bei diesem Experiment wurden die Seren vor der Inkubation mit dem festphasengebundenem 
Algenprotein jeweils mit 10 µl KÜS verschiedener Präparationen in einheitlicher 
Konzentration (5 µg/ml) präinkubiert. Vorinkubiert wurde entweder mit dem zugehörigen 
Extrakt (SB-E3) oder mit KÜS von T. aeria oder X. montanum (TA-K2 und XM-K2). Abb. 
27 illustriert das Ergebnis dieser Testung.  
Das erste Säulentriplett zeigt jeweils die bei den drei Verdünnungen gemessenen Extinktionen 
ohne die Zugabe anderer Algenproteine und damit indirekt die enthaltene IgE-Konzentration. 
Bei allen vier Seren ist die größte Abnahme der IgE-Konzentration beim Hinzufügen des 
Extraktes SB-E3 zu verzeichnen, was darauf zurückzuführen ist, dass die allergenen Proteine 
im Algenextrakt von S. bacillaris identische Epitope besitzen, an die die S. bacillaris-
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spezifischen Antikörper inklusive IgE des jeweiligen Serums binden, weshalb weniger IgE 
zur Verfügung steht, um an das festphasengebundene Allergen aus dem KÜS zu binden. Bei 
den KÜS von T. aeria und X. montanum ist dieser reaktivitätsmindernde Effekt ebenfalls zu 
verzeichnen. Da dieser Effekt aber schwächer ist, beweist dies, dass die Bindung S. bacillaris-
allergenspezifischen IgEs durch Allergene von T. aeria und X. montanum nicht in gleichem 
Maß verhindert werden kann wie durch S. bacillaris-Allergene. Dies belegt, dass die 
Allergene der drei Algenspezies nur teilidentisch (kreuzreagierende Allergene) sind. Daher 
kommt jeder dieser drei Algen eine eigene allergene Bedeutung zu.   
 
Abb. 27: Kompetitionstestung auf Beschichtung von SB-K2 
Kompetitionstestung zur Bestimmung der Kreuzreaktivität des Anti-S. bacillaris-IgE von vier positiv reagierenden 
Seren auf Beschichtung von SB-K2 belegt die Teilidentität der allergenen Epitope der drei untersuchten Algenspezies. 
Verdünnungen der Seren 14, 21, 35 und 54 wurden in ELISA mit S. bacillaris-Beschichtung (SB-K2, 5 µg/ml) ohne 
und mit Vorinkubation mit S. bacillaris-Extrakt SB-E3 oder KÜS der Algen T. aeria und X. montanum TA-K2 bzw. 
XM-K2 (alle 5 µg/ml) getestet. Die Verminderung der Extinktion belegt die zumindest vorhandene Teilidentität der 
allergenen Proteine oder Epitope der drei Algen. 
 
3.3.3.11 Hemmexperimente auf Tetracystis-Beschichtung 
In gleicher Weise wurden vier positive Seren (Serum 17, 29, 35, 39; siehe Abb. 15) 
hinsichtlich Kreuzreaktivität unter den drei Algen auf T. aeria-Beschichtung (TA-K2) 
getestet. Abb. 28 veranschaulicht, dass auch bei diesem Experiment die größte IgE-
Konzentrationsabnahme beim zugefügten Extrakt von T. aeria (TA-E3) erfolgte und somit 
auch im Algenextrakt von T. aeria identische Epitope nachgewiesen wurden. Es wurden also 
auch hier zumindest teilidentische Allergenepitope gefunden, auch wenn ein schwächerer 
reaktivitätsmindernder Effekt durch die Vorinkubation mit den KÜS von S. bacillaris (SB-
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K2) und X. montanum (XM-K2) erzielt wurde. Die in Abb. 28B fehlende 
Extinktionsminderung bei Präinkubation von Serum-Verdünnungen mit SB-K2 und XM-K2 
(Serum 29 + SB-K2, Serum 29 + XM-K2) ist in diesem Kontext schwer erklärbar. Die 
Verminderung der Substratumsätze bei Präinkubation mit den KÜS der Algen zeigt aber die 
teilweise Übereinstimmung der durch humanes IgE gebundenen Epitope der drei 
Algengattungen an, wie dies auch bei den drei anderen Seren nachgewiesen wurde. 
 
 
Abb. 28: Kompetitionstestung auf Beschichtung von TA-K2 
Kompetitionstestung zur Bestimmung der Kreuzreaktivität des Anti-T. aeria-IgE von vier positiv reagierenden Seren 
auf Beschichtung von TA-K2 belegt ebenfalls die Teilidentität der allergenen Epitope der drei untersuchten 
Algenspezies. Verdünnungen der Seren 17, 29, 35 und 39 wurden in ELISA mit T. aeria-Beschichtung (TA-K2, 
5 µg/ml) ohne und mit Vorinkubation mit T .aeria-Extrakt TA-E3 oder KÜS der Algen S. bacillaris und X. montanum 
SB-K2 bzw. XM-K2 (alle 5 µg/ml) getestet. Die Verminderung der Extinktion belegt die vorhandene Teilidentität der 
allergenen Proteine oder Epitope der drei Algen. 
 
3.3.3.12 Hemmexperimente auf Xanthonema-Beschichtung 
Zur Komplettierung der vorangegangenen Hemmexperimente mit S. bacillaris und T. aeria 
wurden auch vier positive Seren (Serum 4, 17, 21, 34; siehe Abb. 21) auf X. montanum-
Beschichtung (XM-K2) geprüft. Das Ergebnis dieser Testung ist in Abb. 29 zu sehen und 
zeigt dieses Mal differente Muster. In den Seren 4, 21 und 34 verminderte die Vorinkubation 
mit dem KÜS von S. bacillaris (SB-K2) die Bindung von IgE am festphasenadsorbierten 
Protein und damit die gemessenen Extinktionen, wohingegen dieser Effekt für die 
Präinkubation von Serum 17 mit T. aeria (TA-K2) resultierte. Es ist davon auszugehen, dass 
in den Seren mehr identische Epitope von Proteinen der Spezies S. bacillaris und X. 
montanum bzw. T. aeria und X. montanum erkennende IgE-Antikörper enthalten sind, als das 
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in Serum 17 der Fall ist. Dennoch konnten einheitlich für alle Seren IgE-Antikörper gegen 
Proteine der vier Spezies sowie die Teilidentität deren allergener Epitope gezeigt werden.  
 
 
Abb. 29: Kompetitionstestung auf Beschichtung von XM-K2 
Kompetitionstestung zur Bestimmung der Kreuzreaktivität des Anti-X. montanum-IgE von vier positiv reagierenden 
Seren auf Beschichtung von XM-K2 beweist auch hier die Teilidentität der allergenen Epitope der drei untersuchten 
Algenspezies. Verdünnungen der Seren 4, 17, 21 und 34 wurden in ELISA mit X. montanum-Beschichtung (XM-K2, 
5 µg/ml) ohne und mit Vorinkubation mit X. montanum-Extrakt XM-E2 oder KÜS der Algen S. bacillaris und T. aeria 
SB-K2 bzw. TA-K2 (alle 5 µg/ml) getestet. Die Verminderung der Extinktion belegt die Teilidentität der allergenen 
Proteine oder Epitope der drei Algen. 
 
3.3.3.13 Hemmexperimente zur Bestimmung der Kreuzreaktivität humanen IgEs von 
Allergikern mit Proteinen der drei Algenarten 
Serum 21 
Für diese Kompetitionstestungen wurden indirekte ELISAs, wie im letzen Abschnitt unter 
2.4.5.2.1 beschrieben und in Abb. 1 zu sehen, verwendet. Mehrere zuvor als positiv 
reagierend identifizierte Seren wurden in komplexen Kompetitionstestungen unter 
Verwendung von Serum 21 und den Algenproteinen aller drei Spezies hinsichtlich einer 
Interferenz einer Bindung der im Serum vorhandenen S. bacillaris-Antigene aus SB-K2 
geprüft. Abb. 30A zeigt die gemessenen Extinktionen und damit indirekt die enthaltene IgE-
Konzentration, wobei die Kontrolle (50 µl Assay-Puffer) als Referenz dient, da hier 
ausschließlich die spezifischen IgE-Antikörper des Serums 21 nach durch andere 
Komponenten unbeeinflusster Bindung an die Antigene des zur Beschichtung verwendeten S. 
bacillaris-KÜS (SB-K2) detektiert wurden (= 100 %). Geprüft wurde die Kompetition der 
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Algenproteine der drei Spezies, indem zum Serum 21 in der Inkubationsphase anstelle von 
Assay-Puffer zusätzlich 25 µl des KÜS von entweder S. bacillaris (SB-K2) oder von T. aeria 
(TA-K2) bzw. X. montanum (XM-K2) mit identischer Konzentration (5 µg/ml) zugefügt 
wurden (blaue Balken). Dadurch wurde auch hier durch alle drei zugegebenen KÜS freies 
Serum-IgE weggebunden, welches damit nun in geringerer Konzentration an die 
festphasengebunden Antigene von S. bacillaris binden konnte. Wie zu vermuten, trat dieser 
Effekt am stärksten bei der Zugabe von S. bacillaris selbst auf, da die Allergene und damit die 
der Bindung durch allergenspezifisches IgE zugänglichen allergenen Epitope in beiden Fällen 
aus der identischen Präparation (SB-K2 mit jeweils 5 µg/ml) stammten. Die roten Balken 
(Abb. 30A) kennzeichnen die Extinktionsminderung, wenn anstelle des Assay-Puffers 25 µl 
KÜS von S. bacillaris (SB-K2) in der Inkubationsphase zugegeben wurde. Da die in 25 µl 
SB-K2 enthaltenen Antigene die Antigenbindungsstellen der IgE-Antikörper in Serum 21 
nicht vollständig absättigen und damit deren Bindung an der festen Phase verhindern konnten, 
verstärkte das den mit 25 µl SB-K2 gesehenen Effekt und erlaubt über den Vergleich mit 
diesem Effekt die Bestimmung der Effektstärke (und damit Erhalt eines Maßes für die 
Teilidentität von allergenen Epitopen) von in den Testansatz zusätzlich eingebrachten 
Proteinen aus KÜS der Algenspezies T. aeria und X. montanum. In Abb. 30B sind diese 




Abb. 30: Kompetitionstestung von Serum 21 auf SB-K2-Beschichtung 
In der flüssigen Phase präsente allergene Epitope der Algenallergene konkurrieren um Bindungsstellen 
allergenspezifischer IgE-Antikörper (Paratope) aus Serum 21 und vermindern dadurch die Bindung an den 
festphasenadsorbierten Algenproteinen von S. bacillaris. Die Ergebnisse der Kompetitionstestung weisen die auf 
Teilidentität der allergenen Epitope der drei Algenarten beruhende Kreuzreaktivität des S. bacillaris-spezifischen 
IgEs im Serum 21 nach (Serumverdünnung 1:8 in Assay-Puffer). 
 
Dasselbe Testverfahren wurde auch auf Beschichtung von T. aeria (TA-K2, 5 µg/ml) 
durchgeführt. Die Ergebnisse sind in Abb. 31 ersichtlich. Auch hier fand die größte 
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Verminderung der Extinktion durch T. aeria selbst statt. Dennoch zeigen auch die beiden 
anderen Algen, welche mit TA-K2 und XM-K2 getestet wurden, bezüglich des Serums 21 
eine hohe Reaktivität.  
 
 
Abb. 31: Kompetitionstestung von Serum 21 auf TA-K2-Beschichtung 
In der flüssigen Phase präsente allergene Epitope der Algenallergene konkurrieren um Bindungsstellen 
allergenspezifischer IgE-Antikörper (Paratope) aus Serum 21 und vermindern dadurch die Bindung an den 
festphasenadsorbierten Algenproteinen von T. aeria. Die Ergebnisse der Kompetitionstestung weisen die auf 
Teilidentität der allergenen Epitope der drei Algenarten beruhende Kreuzreaktivität des T. aeria-spezifischen IgEs im 
Serum 21 nach (Serumverdünnung 1:8 in Assay-Puffer). 
 
Für X. montanum-Beschichtung (XM-K2, 5 µg/ml) wurde diese Form des Experiments 
ebenfalls realisiert. Die Ergebnisse sind in Abb. 32 gezeigt. Auch hier konnte eine Reaktivität 
des in Serum 21 enthaltenen IgEs gegenüber allen drei Algenspezies und die Kompetition der 
Allergene aller drei Algenarten um die Bindung an allergenspezifisch mit X. montanum-
Proteinen reagierendes IgE nachgewiesen werden, wobei jedoch die stärkste 
Extinktionsminderung in diesem Fall durch S. bacillaris hervorgerufen wurde. Dies zeigt, 
dass in S. bacillaris-KÜS wesentlich mehr Allergene präsent sind als in der zur Beschichtung 






Abb. 32: Kompetitionstestung von Serum 21 auf XM-K2-Beschichtung 
In der flüssigen Phase präsente allergene Epitope der Algenallergene konkurrieren um Bindungsstellen 
allergenspezifischer IgE-Antikörper (Paratope) aus Serum 21 und vermindern dadurch die Bindung an den 
festphasenadsorbierten Algenproteinen von X. montanum. Die Ergebnisse der Kompetitionstestung weisen die auf 
Teilidentität der allergenen Epitope der drei Algenarten beruhende Kreuzreaktivität des X. montanum-spezifischen 
IgEs im Serum 21 nach (Serumverdünnung 1:8 in Assay-Puffer). Im S. bacillaris-KÜS sind dabei mehr Allergene 
enthalten als im zur Beschichtung verwendeten KÜS XM-K2. 
 
Serum 17 
Auch für das Spenderserum 17 und die nachfolgend aufgeführten Seren wurden analog zur 
Testung von Serum 21 Kompetitionsexperimente durchgeführt, um anhand dieser eine 
Allgemeingültigkeit für die Teilidentität allergener Epitope aller drei Algenarten aufzuzeigen 
und die Theorie der Kreuzreaktivität des in den Spenderseren enthaltenen IgEs mit den 
Algenproteinen von S. bacillaris, T. aeria und X. montanum mit weiteren Beispielen zu 
untermauern. Zudem sind für jedes Spenderserum eigene Reaktionsmuster erkennbar. 
Hinsichtlich Serum 17 lässt sich feststellen, dass die höchste Konzentration algenspezifischen 
IgEs gegen X. montanum gemessen wurde (Referenz E450nm-E620nm= 0,203; s. Abb. 33E, F) 
und sich keine Extinktionsminderung durch die Zugabe von TA-K2 erzielen lies, jedoch aber 
durch SB-K2 und am stärksten wieder durch X. montanum (XM-K2) selbst. 
Die Ergebnisse für Beschichtung mit SB-K2- oder XM-K2 (Abb. 33A, B und C, D) zeigen, 
wie schon bei Serum 21 zu sehen, die erwartungsgemäß stärkste Extinktionsminderung durch 
jene Algenart, die auch der Beschichtung diente (identische Epitope). Adsorption der Proteine 
an die feste Phase führt nicht zur Denaturierung und Konformationsänderung der 
Algenproteine hinsichtlich einer Konsequenz für die Zugänglichkeit der allergenen Epitope 
für allergenspezifisches IgE. Durch die Zugabe von T. aeria auf SB-K2-Beschichtung wurde 
kaum eine Minderung der Extinktion erreicht, sehr wohl aber durch X. montanum, sodass für 
Serum 17 eine größere Teilidentität der allergenen Epitope von S. bacillaris und X. montanum 





Abb. 33: Kompetitionstestung von Serum 17 auf SB-K2, TA-K2 und XM-K2 
In der flüssigen Phase präsente allergene Epitope der Algenallergene konkurrieren um Bindungsstellen 
allergenspezifischer IgE-Antikörper (Paratope) aus Serum 17 und vermindern dadurch die Bindung an den 
festphasenadsorbierten Algenproteinen von S. bacillaris (A, B), T. aeria (C, D) und X. montanum (E, F). Die 
Ergebnisse der Kompetitionstestung weisen die auf Teilidentität der allergenen Epitope der drei Algenarten 
beruhende Kreuzreaktivität des S. bacillaris-, T. aeria- und X. montanum-spezifischen IgEs im Serum 17 nach 
(Serumverdünnung 1:8 in Assay-Puffer). Es ist anzunehmen, dass eine größere Teilidentität der Epitope von S. 
bacillaris und X. montanum vorliegt.  
 
Serum 35 
Serum 35 reagiert mit allen drei Algenspezies und weist die höchste algenspezifische 
Reaktivität von IgE gegenüber S. bacillaris (gezeigt in der Testung von 1:8 verdünntem 
Serum mit SB-K2-Beschichtung) auf (Referenz E450nm-E620nm=0,138, s. Abb. 34A, B). Diese 
Reaktion erfuhr die stärkste Extinktionsminderung durch S. bacillaris selbst, während 
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Proteine von T. aeria und X. montanum kaum freies IgE in der flüssigen Phase wegbinden 
konnten. Auf TA-K2-Beschichtung ist die stärkste Minderung der Extinktion ebenfalls wieder 
durch T. aeria selbst erreicht worden, jedoch war durch S. bacillaris und X. montanum kein 
solcher Effekt zu erzielen (s. Abb. 34C, D), obwohl das für S. bacillaris zu erwarten gewesen 
wäre, da Serum 35 auf SB-K2 am stärksten reagierte. Dies spricht für distinkte allergene 
Epitope der beiden Algenspezies und eine unabhängige Sensibilisierung oder zumindest nicht 
überlappende Reaktivität des IgE in Serum 35. Auf XM-K2-Beschichtung hingegen trat 
dieser Effekt ein: Die stärkste Extinktionsminderung kam durch S. bacillaris zustande (s. 
Abb. 34E, F) und nicht, wie zu erwarten, durch X. montanum selbst. Dies belegt für Serum 35, 
dass Kreuzreaktivität bei stärkerer Ähnlichkeit der allergenen Epitope von S. bacillaris und X. 
montanum und höherer Reaktivität gegenüber S. bacillaris und/oder darin enthaltener 






Abb. 34: Kompetitionstestung von Serum 35 auf SB-K2, TA-K2 und XM-K2 
In der flüssigen Phase präsente allergene Epitope der Algenallergene konkurrieren um Bindungsstellen 
allergenspezifischer IgE-Antikörper (Paratope) aus Serum 35 und vermindern dadurch die Bindung an den 
festphasenadsorbierten Algenproteinen von S. bacillaris (A, B), T. aeria (C, D) und X. montanum (E, F). Die 
Ergebnisse der Kompetitionstestung weisen die auf Teilidentität der allergenen Epitope der drei Algenarten 
beruhende Kreuzreaktivität des S. bacillaris-, T. aeria- und X. montanum-spezifischen IgEs im Serum 35 nach 
(Serumverdünnung 1:8 in Assay-Puffer). 
 
Serum 7 
In Serum 7 konnte ebenfalls IgE gegen die an der festen Phase gebundenen Proteine aller drei 
Algenarten nachgewiesen werden, mit der höchsten Extinktion des Referenzwertes auf SB-
K1-Beschichtung (E450nm-E620nm=0,090, s. Abb. 35A). Zudem zeigt sich hier das zu 
erwartende Reaktionsmuster auf jeder der drei Beschichtungen: die stärkste 
Extinktionsminderung tritt jeweils bei der Zugabe des KÜS auf, der der Beschichtung diente. 
Auf SB-K1-Beschichtung waren Proteine aus T. aeria- und X. montanum-KÜS kaum in der 
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Lage freies IgE in der flüssigen Phase wegzubinden (s. Abb. 35A, B). Auch auf TA-K1-
Beschichtung ergab sich keine Extinktionsminderung durch S. bacillaris und X. montanum, 
was für unterschiedliche allergene Epitope und unabhängige Sensibilisierung der Patienten 
oder nicht überlappende Reaktivität spricht. Abb. 35E und F zeigen hingegen, dass Proteine 
aus S.bacillaris-KÜS, genauso wie X. montanum selbst, IgE in der flüssigen Phase wegbinden 
und damit die Extinktion kleiner ausfällt. Auch für Serum 7 lässt sich die vermutete 
Teilidentität allergener Epitope der drei Algen nachweisen. 
 
Abb. 35: Kompetitionstestung von Serum 7 auf SB-K1, TA-K1 und XM-K3 
In der flüssigen Phase präsente allergene Epitope der Algenallergene konkurrieren um Bindungsstellen 
allergenspezifischer IgE-Antikörper (Paratope) aus Serum 7 und vermindern dadurch die Bindung an den 
festphasenadsorbierten Algenproteinen von S. bacillaris (A, B), T. aeria (C, D) und X. montanum (E, F). Die 
Ergebnisse der Kompetitionstestung weisen die auf Teilidentität der allergenen Epitope der drei Algenarten 
beruhende Kreuzreaktivität des S. bacillaris-, T. aeria- und X. montanum-spezifischen IgEs im Serum 7 nach 




3.3.3.14 Prüfung von IgE verschiedener idiopathischer Rhinitiker gegen Proteine der drei 
Algenspezies auf Kreuzreaktivität mit ALK-Allergenpräparaten 
Die Prüfung auf Kreuzreaktivität der in den Seren der Probanden enthaltenen IgE-Antikörper 
mit anderen weit verbreiteten Allergenen erfolgte unter der Verwendung ausgewählter ALK-
Allergenpräparate. Diese werden sonst in der allergologischen Routinediagnostik im Haut-
Pricktest zur Bestimmung von Sensibilisierung gegenüber typischen Inhalationsallergenen 
genutzt. Besagte ALK-Allergene wurden analog den zuvor untersuchten Algen-KÜS 
eingesetzt, um eine mögliche Unterdrückung der IgE-Bindung an festphasengebundene 
Algenallergene zu eruieren und damit eine Kreuzreaktivität des im Serum enthaltenen IgEs 
mit diesen Präparaten und den Algenproteinen zu bestimmen. Der Beschichtung dienten SB-
K1, TA-K1 und XM-K3 (5 µg/ml). Die in vorangegangenen Experimenten positiv getesteten 
Seren wurden 1:6 und die ALK-Allergenpräparate 1:10 in Assay-Puffer verdünnt. Die 
Testung erfolgte analog den Experimenten zur Untersuchung der Kreuzreaktivität gegenüber 
Algenproteinen: Zusätzlich zu den Serenverdünnungen wurden einerseits acht 
Allergenpräparationen in der Inkubationsphase zugegeben und zum anderen 
Allergenpräparationen zusammen mit dem KÜS, der der Beschichtung diente, dazupipettiert, 
um die Kompetition zwischen Allergenpräparationen und Algenproteinen zu prüfen. Die 
Ergebnisse sind in den Abbildungen Abb. 36, Abb. 37 und Abb. 38 gezeigt. Bezüglich der 
Kompetition der Algen untereinander ist der stärkste extinktionsmindernde Effekt durch die 
Proteine der jeweiligen Algenart, die der Beschichtung diente, zu verzeichnen. Auf XM-K3-
Beschichtung konnte z.B. auch durch S. bacillaris die Reaktivität merklich gemindert werden, 
was – wie auch schon bei Serum 17 erkennbar (s. Abb. 33E, F) – auf eine größere Teilidentität 
der allergenen Epitope von S. bacillaris und X. montanum hinweist. Durch die Zugabe der 
ALK-Allergenpräparationen konnte für alle drei Algenarten keine Reaktivitätsminderung 
erzielt werden, wohl aber zusammen mit dem jeweiligen KÜS. Erwartungsgemäß konnte der 
durch diesen allein bereits erreichte Effekt gesichert werden. Eine signifikante 
Kreuzreaktivität allergenspezifischer IgE-Antikörper von idiopathischen Allergikern 
zwischen ALK-Allergenen und S. bacillaris, T. aeria oder X. montanum kann damit 
ausgeschlossen werden. Dies belegt auch, dass es sich bei den Patienten mit IR tatsächlich 
nicht um Allergiker gegenüber verbreiteten Inhalationsallergenen handelt, die auch eine 




Abb. 36: Ergebnis der Testung von ALK-Allergenpräparaten auf SB-K1 mit den Seren 21 und 35 
In der flüssigen Phase präsente allergene Epitope der Algenallergene konkurrieren um Bindungsstellen 
allergenspezifischer IgE-Antikörper (Paratope) aus Serum 21 (A) und 35 (B) und vermindern dadurch die Bindung 
an den festphasenadsorbierten Algenproteinen von S. bacillaris. Die in der flüssigen Phase eingebrachten ALK-
Allergenpräparationen vermindern die Bindung an festphasenadsorbierten Algenproteinen von S. bacillaris nicht. Die 
Ergebnisse der Kompetitionstestung schließen die Teilidentität allergener Epitope von S. bacillaris und der 




Abb. 37: Ergebnis der Testung von ALK-Allergenpräparaten auf TA-K1 mit den Seren 7 und 39 
In der flüssigen Phase präsente allergene Epitope der Algenallergene konkurrieren um Bindungsstellen 
allergenspezifischer IgE-Antikörper (Paratope) aus Serum 7 (A) und 39 (B) und vermindern dadurch die Bindung an 
den festphasenadsorbierten Algenproteinen von T. aeria. Die in der flüssigen Phase eingebrachten ALK-
Allergenpräparationen vermindern die Bindung an festphasenadsorbierten Algenproteinen von T. aeria nicht. Die 
Ergebnisse der Kompetitionstestung schließen die Teilidentität allergener Epitope von T. aeria und der untersuchten 




Abb. 38: Ergebnis der Testung von ALK-Allergenpräparaten auf XM-K3 mit den Seren 5 und 54 
In der flüssigen Phase präsente allergene Epitope der Algenallergene konkurrieren um Bindungsstellen 
allergenspezifischer IgE-Antikörper (Paratope) aus Serum 5 (A) und 54 (B) und vermindern dadurch die Bindung an 
den festphasenadsorbierten Algenproteinen von X. montanum. Die in der flüssigen Phase eingebrachten ALK-
Allergenpräparationen vermindern die Bindung an festphasenadsorbierten Algenproteinen von X. montanum nicht. 
Die Ergebnisse der Kompetitionstestung schließen die Teilidentität allergener Epitope von X. montanum und der 
untersuchten ALK-Allergenpräparate aus (Serumverdünnung 1:6 in Assay-Puffer). 
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3.3.3.15 Prüfung von Seren von Tumorpatienten auf enthaltenes spezifisches IgE gegen 
allergene Epitope aller drei Algenspezies 
Seren von 20 Patienten mit pathologisch gesichertem Plattenepithelkarzinom im Kopf-Hals-
Bereich, die anamnestisch keine Allergie angegeben hatten, wurden hinsichtlich spezifischer 
IgE-Antikörper gegen die drei Algenarten im indirekten ELISA untersucht, um eine 
potentielle subklinische Sensibilisierung auch von Nicht-Allergikern nachzuweisen. 
Beschichtet wurde jeweils mit SB-K2, TA-K2 oder XM-K2 (5 µg/ml). Die Seren wurden 1:8 
in Assay-Puffer verdünnt und als Doppelbestimmung eingesetzt. Abb. 39 zeigt die Ergebnisse 
dieser Testung für alle drei Algenspezies. Als Cut-off für sicher positiv reagierende Seren 
wurde auch hier der Mittelwert plus die zweifache Standardabweichung gewählt (x+2s). Für 
SB-K2 lag dieser bei 0,179 (x = 0,085, s = 0,047; Median x 0,50 = 0,063, Q1 = 0,052, 
Q3 = 0,103), womit die Seren 6 und 17 positiv reagierten (s. Abb. 39A) und folglich 
algenspezifische IgE-Antikörper enthalten. Auf TA-K2-Beschichtung lag nur Serum 12 über 
der Grenze von 0,133 (x = 0,063, s = 0,035; Median x 0,50 = 0,054, Q1 = 0,033, Q3 = 0,074; s. 
Abb. 39B). Der Cut-off der Extinktionen auf XM-K2 lag bei 0,175 (x = 0,079, s = 0,048; 
Median x 0,50 = 0,059, Q1 = 0,047, Q3 = 0,102), sodass nur Serum 20 als positiv reagierendes 
Serum gefunden wurde (s. Abb. 39C). Das Ergebnis dieser Messungen zeigt, dass 
subklinische Sensibilisierungen gegenüber den Proteinen von S. bacillaris, T. aeria und X. 
montanum nicht nur bei Atopikern sondern auch bei Nicht-Allergikern – in diesem Fall 
Patienten mit bekannter Tumorerkrankung – vorkommen und folglich ein weit verbreitetes 




Abb. 39: Ergebnis der Prüfung von Seren von Patienten mit Plattenepithelkarzinom der Kopf-Hals-
Region auf allergisches IgE gegen SB-K2, TA-K2 und XM-K2 
Die Extinktionen im ELISA zeigen für 20 Seren von Patienten den Nachweis von IgE gegen 
Allergene von S. bacillaris (A), T. aeria (B) und X. montanum (C) und damit eine mögliche 




3.3.3.16 Testung von Eluaten und Konzentraten aus KÜS der drei Algenspezies 
Nach Erhalt von Eluaten und Konzentraten aus KÜS der drei Algenarten durch dynamischen 
Größenausschluss mit Amicon
®
 Ultra-15-Zentrifugen-Röhrchen (Millipore, Schwalbach; s. 
2.4.5.2.4) dienten diese der Beschichtung für indirekte ELISAs, wobei die Eluate Proteine 
<10 kDa und die Konzentrate Proteine >10 kDa enthalten. Die Konzentrate wurden in reiner 
Form und in Verdünnung (5 µg/ml, in Assay-Puffer verdünnt) eingesetzt. Getestet wurden als 
Verdünnungsreihe zwei Seren (Serum 17 auf TA-K2 und Serum 21 auf SB-K2 und XM-K2), 
die in vorangegangenen Experimenten positiv reagierten. Die Ergebnisse dieser Testung sind 
in Abb. 40 dargestellt. Für alle drei Algenspezies konnte gezeigt werden, dass sich in den 
Eluaten keine allergenen, IgE-bindenden Epitope befinden und damit das gesuchte 
sensibilisierende Protein größer als 10 kDa sein muss. Auf SB-K2 wurde die höchste 
Extinktion durch das verdünnte Konzentrat bei einem Serumgehalt von 25 % erreicht, bei 
einem Serumgehalt von 6,25 % jedoch durch den Original-KÜS (s. Abb. 40A). Auf TA-K2 
wurden die höchsten Extinktionen beim Original-KÜS gemessen (s. Abb. 40B). Auf XM-K2 
ergaben sich die höchsten Extinktionen durch das Konzentrat und die niedrigsten beim 
Original-KÜS (s. Abb. 40C). Bei Xanthonema werden durch Filtration kleinere, die Bindung 






Abb. 40: Ergebnisse der Testung von Eluaten und Konzentraten (SB-K2, TA-K2, XM-K2; Serum 17 und 21) 
Die Ergebnisse der Untersuchung der aus KÜS gewonnenen Eluate und Konzentrate zeigen, dass für alle drei 
Algenarten keine humanen IgE-AK an festphasengebundene Proteine der Eluate binden und damit die allergenen 
Proteine größer als 10 kDa sein müssen. Die Extinktionen der Reaktionen mit den Original-KÜS, den Konzentraten 
und den auf 5 µg/ml verdünnten Konzentraten fielen hingegen im Vergleich der drei Algenspezies different aus. 
 
3.4 Ergebnisse der SDS-Gelelektrophorese und des Western Blots 
Nachdem die Proteingemische aus KÜS der drei Algenarten mit Hilfe von SDS-PAGE 
aufgetrennt und durch Western Blot-Verfahren auf eine Nitrozellulosemembran transferiert 
wurden, konnten ausgewählte Seren, die zuvor im indirekten ELISA positiv reagierten (Serum 
7, 17 und 34), getestet werden, um die allergenen Proteine sichtbar zu machen und so 
Aussagen zu ihrer Größe treffen zu können (s. Abschnitt 2.4.6). Abb. 41 zeigt die Ergebnisse 
dieser Experimente. Die Seren 7, 17 und 34 enthalten IgE mit Spezifität für ähnliche, aber 
auch individuell verschiedene Proteine der drei Algenspezies. Die Reaktivität gegenüber T. 
aeria ist insgesamt am geringsten. Proteine von S. bacillaris und X. montanum zeigen den 
höchsten Grad an Übereinstimmung der Reaktivität von IgE der Seren 7 und 34 gegenüber 
Proteinen mit Molmassen von ~ 34 kDa. Proteine von ~ 26 kDa färben sich nach Bindung von 
IgE der beiden Seren different an: Serum 7 zeigt Immunreaktivität von IgE im identischen 
Molmassenbereich bei S. bacillaris und T. aeria, während Serum 34 identische Molmassen 
bei S. bacillaris und X. montanum anzeigt. 
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Die in Serum 17 enthaltenen IgE-AK reagieren bis auf eine einheitliche Anfärbung von 
Proteinen um 72 kDa mit Proteinen unterschiedlicher Molmassen: Bei S. bacillaris zeigt sich 
die Bande bei 42 kDa, bei T. aeria zwei Banden bei ~ 260 kDa und bei X. montanum bei einer 
Molmasse von 26 kDa. Dies belegt individuelle Unterschiede bezüglich der Reaktivität des 
Anti-Algenprotein-IgEs des Serum 17 eines Patienten mit als idiopathisch diagnostizierter 
Rhinitis. Wegen der distinkten Anfärbung mit IgE reagierender Proteine ergibt sich in 
Zusammenschau mit den Ergebnissen der ELISA bei diesem und den zwei anderen Patienten 
das Vorhandensein distinkte Proteine erkennenden IgEs, die als allergische Sensibilisierungen 







Abb. 41: Ergebnisse dreier unabhängig voneinander durchgeführter SDS-PAGE und Western Blot-Experimente  
zur Detektion allergener Proteine in KÜS luftgetragener Algen. Nach denaturierender SDS-PAGE der KÜS von S. 
bacillaris (S), T. aeria (T), X. montanum (X) und nachfolgender Western Blots wurden nach Blockierung freier 
Proteinbindungsstellen an der Nitrozellulosemembran mit Milcheiweiß an drei verschiedenen Tagen Allergene unter 
Verwendung jeweils eines von drei ausgewählten im ELISA positiv detektierten Seren (Serum 7, 17 und 34) 
eingesetzt. Nach der Inkubation mit Serum und Detektion allergenspezifischen IgEs mittels Peroxidase-konjugiertem 
murinen Anti-human-IgE wurden reaktive Proteine durch nachfolgende Färbung mit TMB visualisiert. Oben links ist 
der farbcodierte Proteinstandard für die SDS-PAGE (links) sowie nach Western Blot (rechts) dargestellt. 
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3.5 Korrelation zwischen Gesamt-IgE und algenspezifischem IgE 
Bei 56 Patienten wurde im Rahmen der klinischen Diagnostik zur Abklärung potentieller 
Ursachen rhinitischer Beschwerden der Patienten auch das Gesamt IgE bestimmt. Dies 
erlaubte einen Vergleich dieser Daten mit der Reaktivität des in den Seren vorhandenen IgEs 
gegenüber Algenproteinen, um Rückschlüsse hinsichtlich des Vorliegens einer algenprotein-
spezifischen Reaktivität des IgEs der individuellen Patienten oder aber einer allgemeinen 
Affinität der Algenproteine zu humanem IgE ohne Vorliegen einer Spezifität seitens der IgE-
Antikörper für Algenproteine ziehen zu können. Abb. 42 zeigt für diese 56 Seren die 
Reaktivität des darin enthaltenen IgEs mit Proteinen des KÜS von S. bacillaris 
(Messergebnisse im ELISA für algenspezifisches IgE in Form der optischen Dichte E450nm-
E620nm) und Gesamt-IgE (kU/l; rote Balken). Es ist keine signifikante Korrelation nachweisbar 




Abb. 42: Vergleich der Extinktionen [E450nm-E620nm] im Stichococcus-spezifischen IgE-ELISA mit dem Gesamt-IgE 
[kU/l] für 56 Seren 
Es besteht für die algenspezifische Reaktivität von IgE im Serum der Patienten gegenüber S. bacillaris keine 
Abhängigkeit von der Konzentration des Gesamt-IgEs. 
 
Gleichermaßen konnte auch für die Algenarten T. aeria und X. montanum bewiesen werden 
(s. Abb. 43), dass es keinerlei signifikante Korrelation (für T. aeria: r = -0,064, p = 0,638; für 
X. montanum: r = -0,033, p = 0,81; Abb. 53B und C im Bildanhang) und damit keine 
Abhängigkeit der Reaktivität von algenspezifischem IgE aus Patientenseren mit der 
Gesamtmenge des in den Patientenseren vorhandenen IgEs gibt. Damit ist bewiesen, dass es 
sich bei der Erkennung algenspezifischer Proteine durch IgE der Patientenseren nicht um eine 





Abb. 43: Vergleich der Extinktionen [E450nm-E620nm] im Stichococcus- und Xanthonema-spezifischen IgE-ELISA mit 
dem Gesamt-IgE [kU/l] für 56 Seren 
Es besteht für die algenspezifische Reaktivität von IgE im Serum der Patienten gegenüber T. aeria (A) und X. 
montanum (B) keine Abhängigkeit von der Konzentration des Gesamt-IgEs. 
 
 
3.6 Zusammenfassung der Ergebnisse der labordiagnostischen Untersuchungen von 
Patientenseren mit Proteinen terrestrischer Algen 
Die drei Algenspezies S. bacillaris, T. aeria und X. montanum besitzen verschiedene Proteine 
mit allergenem Potential. Die Seren von Patienten mit Allergischer Rhinitis, insbesondere 
aber eine Vielzahl von Patienten mit Idiopathischer Rhinitis ohne Reaktivität im Pricktest 
oder Nachweis von IgE gegenüber anamnestisch potentiell in Frage kommender Standard-
Allergene, besitzen IgE, das Algenproteine binden kann. Auch unter den Tumorpatienten 
fanden sich einige subklinische Sensibilisierungen gegenüber Algenprotein. Die Ergebnisse 
der Western Blots belegen individuelle Unterschiede bezüglich der Kreuzreaktivität der Anti-
Algenprotein-IgE verschiedener Patienten mit als idiopathisch diagnostizierter Rhinitis, die 
wegen der distinkten Anfärbung mit IgE reagierender Proteine in Zusammenschau mit den 
Ergebnissen der ELISAs, insbesondere auch derjenigen zur Bestimmung von Kreuzreaktivität 
über Hemmexperimente bei Koinkubation, nunmehr zumindest bei diesen Patienten als 
differente allergische Sensibilisierung, aber z. T. gegenüber differenten Algenproteinen, zu 
werten sind. Die Ergebnisse der Western Blots erklären folglich die differenten Ergebnisse in 
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den Hemmexperimenten bei Koinkubation der Seren mit verschiedenen Algenpräparaten. Die 
untersuchten Seren zeigen Reaktivität gegenüber einem individuellen Spektrum potentiell 
allergener Algenproteine. Offen geblieben war zunächst die Frage, ob dies Kreuzreaktivität 
gegenüber anderen Proteinen verbreiteter Allergene darstellt. Dies konnte aber im 
Hemmexperiment gegenüber Algenprotein reagierender Seren mit einem Spektrum an 
Standard-Allergenen von ALK widerlegt werden. Konsekutiv ist anzunehmen, dass die 
Induktion einer Algenprotein-spezifischen Immunantwort und Produktion Algen-spezifischen 
IgEs ein verbreitetes Phänomen auch ohne die begleitende Sensibilisierung gegenüber 
anderen Allergenen ist und Luftalgen ein allergenes Potential zuzumessen ist. Die klinische 
Relevanz, die über die hohe Sensibilisierungsrate bei idiopathischen Rhinitikern abgeleitet 
werden kann, gilt es zu verifizieren. Dies könnte bei Vorliegen eines entsprechenden Votums 





In der hier vorliegenden Arbeit konnte erstmals auf molekularbiologischer Ebene gezeigt 
werden, dass terrestrische Algen allergenes Potential besitzen. Erste Hinweise aus der 
Literatur stammten bereits aus den 1960er Jahren [63, 64], als IgE noch nicht bekannt war und 
somit der molekularbiologische Beweis einer sensibilisierenden Wirkung von luftgetragenen 
Algenproteinen auf einen humanen Organismus respektive der Beweis des Vorliegens der 
allergenspezifischen Immunreaktanden noch nicht angetreten werden konnte. Mit den 
heutigen technischen Methoden und dem Wissen um die Immunglobuline der Klasse E als 
entscheidender Immunreaktand einer Allergie vom Soforttyp war es mir möglich, diesen 
Beweis anzutreten. 
Um in der Literatur Informationen über luftgetragene Algen und einen möglichen 
Zusammenhang mit Allergien, insbesondere der Affektion des Respirationstraktes, zu finden, 
wurde in der Datenbank PubMed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) unter den Begriffen 
(allergy AND algae), airborne algae, Stichococcus, Tetracystis und Xanthonema auch unter 
der Verwendung der Trunkierungsvariable * gesucht. Wissenschaftliche Publikationen und 
gesichertes Wissen über eine immunmodulatorische oder sensibilisierende Wirkung von 
Algenprodukten inklusive Proteinen sind nur für aquatische und insbesondere marine Algen 
und in dieser Hinsicht für Zyanobakterien zu finden, während terrestrische Algen und deren 
luftgetragenen Produkte wissenschaftlich kaum bearbeitet wurden (s. Tabelle 1). 
 
Tabelle 1: Übersicht zu den in PubMed gelisteten potentiell relevanten wissenschaftlichen Publikationen über 
Stichococcus, Tetracystis und Xanthonema oder luftgetragene Algen (airborne algae) und Allergie (allergy) sowie 














































49 1 1 0 46 0 0 0 
sticho-
coccus 
46 46 0 0 0 0 0 0 
tetracystis 2 0 2 0 0 0 0 0 
xantho-
nema 
6 0 0 6 0 0 0 0 
airborne 
algae 
23 0 0 0 7 0 0 0 
 
Am Anfang der Erforschung luftgetragener Algen stand deren Identifizierung und 
taxonomische Kategorisierung. Die Erforschung der Existenz solcher luftgetragenen Algen 
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lässt sich bis in das Jahr 1844 zurückverfolgen, als Ehrenberg die ersten Algen aus 
Staubproben identifizierte [78]. Es folgten dann Mitte des 20. Jahrhundert viele weitere 
Untersuchungen zur Einordnung und Klassifizierung von Algen, meist zusammen mit 
Zyanobakterien, aus Staubproben, die von verschiedenen Orten und Höhenlagen der Erde 
stammten, verbunden mit der Verbreitung der Algen durch Klima- und Windbewegungen [64, 
79-85]. 1866 untersuchte Salisbury, ob die Grünalge Palmella inter- und remittierendes Fieber 
in Malariagebieten von Ohio und Mississippi verursacht [86]. Es folgte erst 82 Jahre später 
die Mutmaßung Woodcocks, dass die Irritation der oberen Atemwege in Zusammenhang mit 
der Blüte des Phytoplanktons (große Wachstumsschübe) steht [87]. Insofern sind irritierende 
Wirkungen von luftgetragenen Partikeln aquatischer Algen schon seit längerem Gegenstand 
wissenschaftlicher Literatur. Wie bereits eingangs erwähnt, erforschte Heise 1949 und 1951 in 
diesem Kontext die Allergenität aquatischer Mikroalgen [65, 88]. Ein klinischer Bezug in 
Hinblick auf luftgetragene Algen lässt sich erstmals 1962 bei McElhenney finden, der 
Symptome einer inhalativen Allergie bei Kindern beschreibt [63]. In einer sich explizit 
terrestrischen Algen und immunologischen Aspekten widmenden Studie von Brown wurden 
1965 Antigene von Tetracystis und Chlorococcum sowie Kreuzreaktivitäten zwischen den 
beiden untersucht und geschlussfolgert, dass diese Antigene für eine allergische Reaktion des 
Respirationstraktes von Bedeutung sein könnten [89]. Ab Mitte der 1960er Jahre folgten 
diverse Studien über die Erforschung luftgetragener Algen und damit auch die Bestätigung 
ihrer Signifikanz für respiratorische Allergien [66, 67, 90, 91]. Diese Untersuchungen setzten 
sich in die 1970er Jahre hinein fort, basierten aber wie auch in den 1960ern zumeist nur auf 
klinischen Tests unter Inhalation von Algenextrakten und Ermittlung von Hautreaktionen auf 
Algenpräparationen [92-95], ohne allerdings molekularbiologische Untersuchungen zur 
Bestimmung von durch IgE spezifisch gebundenen Antigenen (Allergenen), die für deren 
klinische Relevanz als Allergieauslöser in Frage kommen könnten, einzuschließen. 
Hervorzuheben ist jedoch eine Arbeit von 1973 von Bernstein und Safferman, die neben 
klinischen Versuchen auch In-vitro-Tests bezüglich einer Sofortreaktion mit Messung von 
Leukozyten-Histamin durchführten [96]. Dennoch blieb bis heute das allergene Potential 
luftgetragener Algen weitgehend unerforscht. Dies gilt explizit in Hinblick auf die 
molekularbiologischen Aspekte. Einen Gesamtüberblick über alle bisher erbrachten 
Erkenntnisse bezüglich Algen als Allergieverursacher sowie eine Liste von Taxa 
luftgetragener Algen, die bisher in aerobiologischen Studien gefunden wurden, zeigt 
Genitsaris et al. 2011 [97]. Nach eingehender Literaturrecherche ist festzuhalten, dass 
Algenproteine sowie auch Proteine luftgetragener Algen als Auslöser von respiratorischen 
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Allergien zwar mehrfach benannt werden und durch klinische Untersuchungen 
wahrscheinlich gemacht wurden, jedoch die Pathophysiologie und in diesem Zusammenhang 
der wissenschaftlichen Kriterien genügende Nachweis einer der Typ-I-Reaktion vom 
Soforttyp zugrunde liegenden allergischen Sensibilisierung nicht erbracht wurde, sodass diese 
Dissertation mit dem Nachweis der Sensibilisierung allergischer Rhinitiker wie auch als 
idiopathische Rhinitiker diagnostizierter Patienten über die Bestimmung des spezifischen IgEs 
gegen Proteine terrestrischer und luftgetragener Algen entscheidend dazu beitragen kann, 
diese Wissenslücken zu füllen. 
Die einleitend aufgeworfene Frage, ob Proteine terrestrischer Algen in der Lage sind, 
allergisch zu sensibilisieren und dadurch als potentieller Auslöser einer Typ-I-Allergie 
fungieren können, wurde von mir durch den Nachweis von spezifischem IgE gegen Proteine 
dreier terrestrischer Algen in Seren sowohl von allergischen wie auch idiopathischen 
Rhinitikern eindeutig beantwortet. Dieser bisher ausstehende Beweis wurde ergänzt um 
weitere Befunde zur Kreuzreaktivität des IgE der Patientenseren mit verschiedenen 
Präparationen der drei Algenspezies. So gelang der Nachweis, dass Patienten in 
unterschiedlichem Maß und gegen verschiedene Proteine sensibilisiert sind. Daraus resultierte 
Patientenspezifität bezüglich der Kreuzhemmbarkeit wie auch hinsichtlich der Detektion von 
Allergenen im Western Blot, die damit durch unsere Arbeitsgruppe erstmals gezeigt wurde. 
Außerdem konnte ich zeigen, dass algenspezifisches IgE zumindest in den von mir 
untersuchten Seren idiopathischer Rhinitiker, die klinisch und labordiagnostisch gegenüber 
Standardallergenen nicht sensibilisiert waren, wie auch einiger allergischer Rhinitiker durch 
Allergenpräparationen nicht hemmbar war, was gegen eine zufällig gegebene Kreuzreaktivität 
humanen IgEs gegen Epitope von Standardallergenen und Algenproteinen spricht. Die 
Sensibilisierung gegen Algenproteine könnte insofern Ausdruck einer spezifischen durch die 
Algen selbst induzierten Immunreaktivität sein, die zur Allergie und klinischen Manifestation 
als Allergische Rhinitis führte. Die im Kontext der oben aufgeführten Ergebnisse, die 
detailliert unter 3.3.2 bis 3.3.3.14 aufgeführt wurden, zu diskutierenden Aspekte meiner 
Erhebungen betreffen einerseits die von mir etablierten und genutzten Methoden wie auch die 
Sicherheit der von mir auf der Basis der verschiedenen Ergebnisse gemachten Aussagen und 
die Übertragbarkeit dieser In-vitro-Daten meiner Untersuchungen auf die klinische 
Diagnostik. 




4.1 Methodische Aspekte und deren Bewertung 
Um die Ergebnisse werten zu können, ist die Validität der eingesetzten Methoden eine 
grundlegende Voraussetzung. Daher sind sowohl die klinische Diagnostik zur Sicherung einer 
allergischen Sensibilisierung als auch die Labormethoden kritisch zu hinterfragen. 
Im Kontext der zur Charakterisierung der in die Studie eingeschlossenen Patienten 
durchgeführten Pricktests ist zu diskutieren, dass die Pricktests zwar entsprechend der SOP 
der HNO-Universitätsklinik erfolgten, aber die Untersucher mehrere Personen (Ärzte, 
Krankenschwestern) waren, was eine erhöhte Varianz hinsichtlich der Durchführung und 
Dateninterpretation bedingt haben kann. 
Beim Pricktest (vom Englischen prick, Einstich) handelt es sich um ein diagnostisches 
Standardverfahren zum Nachweis einer Typ I-Allergie. Schon 1975 wurde von Jack Pepys der 
modifizierte Haut-Pricktest vorgeschlagen [98], welcher noch bis heute die geläufige 
Referenzmethode darstellt. Als perkutaner Hauttest ist der Picktest leicht durchzuführen, 
minimal traumatisch und mit geringeren Kosten verbunden als beispielsweise der nasale 
Provokationstest. Zudem weist er eine höhere Sensitivität auf, ist gut reproduzierbar und 
korreliert gut mit der klinischen Symptomatik [99-102]. Zur Durchführung wird meist die 
volare Seite des Unterarms verwendet, indem standardisierte Allergenextrakte tropfenweise 
aufgebracht werden, um danach die Haut oberflächlich mit einer sterilen Lanzette durch die 
Tropfen einzuritzen. Als positive Kontrolle dient 1,0 %-iges Histamindihydrochlorid [99] und 
für die Negativkontrolle wird eine 0,9 %-ige Natriumchloridlösung eingesetzt. Nach etwa 15 
bis 20 Minuten kann das Ergebnis abgelesen werden, indem man den Durchmesser und den 
Rötungshof der sich gebildeten Quaddeln in Millimeter ausmisst. Ein positives Resultat ergibt 
sich bei einem mittleren Quaddeldurchmesser von 3 mm und größer, wenn die 
Negativkontrolle 0 mm beträgt. Misst diese jedoch beispielsweise 2 mm, so resultiert ein 
positiver Test bei einem Durchmesser von 5 mm und mehr [103, 104]. 
Des Weiteren besteht die Möglichkeit (auch bei einem negativ ausfallenden Pricktest), 
allergenspezifische Antikörper (spezifisches IgE) im Serum der betroffenen Patienten zu 
messen. Die erste Methode, die dafür eingesetzt wurde, repräsentiert der Radio-Allergo-
Sorbent-Test (RAST) als semi-quantitativer Nachweis, welcher bereits 1967 eingeführt wurde 
[105]. Jedoch werden die IgE-Konzentrationen nicht genau bestimmt [106] und in einer 
willkürlich gewählten Einheit, PRU/ml (Pharmacia RAST Unit, PRU), angegeben, welche 
nicht in Korrelation zum Gesamt-IgE steht [107]. Nachfolgend wurden daher neue Techniken 
entwickelt, u.a. das Pharmacia CAP System (CAP), dessen Werte gegen den WHO-Standard 
von IgE kalibriert wurden, sodass die Ergebnisse in internationalen Einheiten ausgedrückt 
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werden können [107]. Dennoch korreliert auch der spezifische-IgE-Titer nicht immer mit der 
Symptomatik, da diese u.a. von der Freisetzung von Mediatoren und der individuellen 
Antwort der Zielorgane abhängt [7]. Die Bestimmung des spezifischen IgEs wird dennoch in 
der Routine-Diagnostik eingesetzt, um die Sensibilisierung gegenüber bestimmter Allergene, 
die ursächlich für eine Allergie sein können, nachzuweisen, wenn der Pricktest negativ 
ausfiel, anamnestisch aber Sensibilisierungen wahrscheinlich sind, die das klinische Bild – 
hier: einer Allergischen Rhinitis – ursächlich erklären können. 
Unter diesen Maßgaben der allgemein üblichen klinischen Praxis wurden im Kontext der 
HNO-ärztlichen Untersuchung bei Nachweis der Sensibilisierung mittels Pricktest oder CAP 
die Diagnose „Allergische Rhinitis“ bzw. bei doppelt negativem Ergebnis „Idiopathische 
Rhinitis“ gestellt. Anzumerken ist insofern natürlich, dass beide Methoden Nachweisgrenzen 
haben, die für die Klassifizierung relevant sind, aber diese diagnostische Klassifizierung 
entsprechend klinischen Standards genutzt wird. 
Der enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) wurde zum IgE-Nachweis in den 
getesteten Seren ausgewählt, da dieses Verfahren als quantitativer Assay die hohe Spezifität 
von Antikörpern hinsichtlich der Antigenerkennung nutzt. Zudem besitzt er eine niedrige 
Nachweisgrenze und damit eine hohe Sensitivität verbunden mit einem geringeren 
Materialeinsatz gegenüber Blotting-Verfahren. Aufgrund der Enzym-Basis des ELISA und 
damit der Unabhängigkeit von Radionukliden ist er außerdem gesundheitlich weniger 
bedenklich. Wegen der exakt definierten Volumenverhältnisse lassen sich stöchiometrische 
Verhältnisse gut abbilden. Ein weiterer Punkt, der für die Wahl dieses Verfahrens spricht, ist 
die Nachweisbarkeit auch sehr geringer Konzentrationen kompetitiv bindender Komponenten, 
wie dies bei den kompetitiven ELISA innerhalb der Hemmexperimente genutzt wurde. 
Dadurch ließen sich kompetitive Wechselwirkungen zwischen den Proteinen der drei 
Algenspezies Antigen- oder Antigen-Epitop-spezifisch ermitteln. 
Zur Proteinseparation wurde SDS-PAGE genutzt, da in der SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese Proteine ausschließlich in Abhängigkeit ihrer molaren Masse aufgetrennt 
werden und so die Molekülmasse der Proteine ermittelt (zumindest geschätzt) werden kann. 
Diffusionsbedingte Artefakte werden durch unmittelbar nachfolgenden Transfer auf geeignete 
Folienträger vermieden und nach dem Blocken mit probaten Proteinen können durch 
Antikörper (in diesem Fall die humanen IgE-Antikörper) und anschließende Detektion des 
humanen IgEs mit enzymmarkierten Antikörpern über die Umsetzung geeigneter Substrate zu 
unlöslichen Reaktionsprodukten die Antigene hochspezifisch angefärbt werden. Des Weiteren 
können unter Verwendung von humanen Seren, anti-human-IgE-Antikörpern und eines 
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geeigneten Substrats, das – katalysiert durch ein entsprechendes Enzym – unlösliche 
Reaktionsprodukte (Oxidationsprodukte) liefert, am Ort des Vorhandenseins der an Allergen-
IgE-Komplexe gebundenen Enzymkomplexe sicht- und densitometrisch messbare Banden 
detektiert, dokumentiert und mit den Molmasse-Standards entsprechend SDS-PAGE bzw. 
Blot verglichen werden. Dies erlaubt die Abschätzung der relativen Molmasse des Allergens.  
 
4.2 Individuelles und heterogenes allergenes Potential von Proteinen terrestrischer 
Algen 
Der erste Nachweis algenspezifischer IgE-Antikörper gelang mir im direkten ELISA mit 
Serum 8 auf TA-E1-Beschichtung (s. 3.3.1). Zugleich konnte gezeigt werden, dass es sich 
nicht um eine unspezifische Reaktion handelte, da mit zunehmender Verdünnung des Serums 
(damit abnehmender IgE-Konzentration) auch die Extinktionswerte kleiner wurden. Weitere 
Belege folgten unter der Verwendung indirekter Sandwich-ELISA-Systeme, um die 
analytische Sensitivität zu erhöhen. In diesem Versuch konnte das positive Ergebnis von 
Serum 8 verifiziert sowie die fortbestehende Sensibilisierung dieses Patienten durch die 
Testung seines Serums nach einer zweiten Blutentnahme zwei Jahre später aufgezeigt werden 
(s. 3.3.2 und Abb. 4). Auch mit diesem Experiment war die Abhängigkeit des 
Substratumsatzes von der Konzentration der Seren nachvollziehbar. Zudem zeigte ich, dass 
bei identischen Proteinkonzentrationen für KÜS höhere Extinktionswerte (höherer 
Substratumsatz) gemessen werden als für den Extrakt (s. Abb. 7, Abb. 11, Abb. 14, Abb. 17, 
Abb. 23), was auf Disparität zwischen Zellinnerem der Algen und dem Medium, in dem sie 
wuchsen, hinweist. Die drei Algenspezies scheinen die allergenen Proteine freizusetzen, wie 
die Untersuchung verschiedener algenzellfreier Kulturmedien im zeitlichen Verlauf belegte. 
In den Medien akkumulieren die durch IgE detektierbaren Algenproteine, wie die erhöhten 
Extinktionen bei identischen zur Beschichtung eingesetzten Proteinkonzentrationen der KÜS 
zeigten. Konträr dazu zeigte sich der in durch French Press der Algen gewonnenen Extrakten 
eine im Rahmen der Varianz liegende Konstanz der Allergenkonzentration. Ob die 
Akkumulation in den KÜS auf eine höhere Stabilität insbesondere der allergenen Proteine 
zurückzuführen ist oder aber bei knapper werdenden Ressourcen reaktiv durch die Algen eine 
vermehrte Freisetzung dieser Proteine erfolgt, ist gleichermaßen möglich, muss aber zunächst 
offen bleiben. 
Aufbauend auf den ELISA-Ergebnissen mit ausgewählten Seren und den Erkenntnissen zu 
den differenten Verteilungen der durch IgE erkannten Algenproteine wurden Seren von 58 
Patienten mit IR ebenfalls im indirekten Sandwich-ELISA und auf Beschichtungen von KÜS 
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und Extrakten aller drei Algenspezies geprüft. Dabei wurden für jede der drei Algenarten für 
KÜS und Extrakt positiv reagierende Seren detektiert, welche nachfolgend jeweils noch 
einmal in einer seriellen Verdünnungsreihe getestet wurden, um auch in diesen Fällen die 
Abhängigkeit der Extinktion von der Serumverdünnung (damit von der IgE-Konzentration) 
aufzuzeigen und unspezifische Reaktionen auszuschließen (s. 3.3.3.1 bis 3.3.3.6). Die nicht 
vorhandene Korrelation der Extinktionen in den algenspezifischen IgE-ELISA mit der in den 
getesteten Seren gemessenen Konzentration an Gesamt-IgE (s. 3.5) macht wahrscheinlich, 
dass die Reaktivität der IgE-Antikörper antigenspezifisch ist, also die Erkennung der 
Algenproteine durch IgE erfolgt und nicht etwa die Algenproteine isotypspezifisch an 
Determinanten des IgE binden. Dieser indirekte Beleg wurde aus Kostengründen nicht über 
weitere analytische Methoden verifiziert. Diese hätten unter Verwendung 
chromatographischer Verfahren und limitierter Proteolyse der Antikörper den definitiven 
Beweis liefern können, weil einerseits die spezifische Erkennung antigener Epitope zentrale 
Eigenschaft aller Immunglobuline und so auch von IgE ist, andererseits die über den 
Vergleich mit den Gesamt-IgE-Konzentrationen angeführten Belege sowie aus 
Hemmexperimenten und den nachfolgenden Western Blot-Untersuchungen gewonnenen 
Erkenntnisse gleichermaßen die Interpretation der Daten stützen.    
Auch bei der Testung weiterer 39 Patientenseren mit IR (Serum 59-97) auf KÜS-
Beschichtung der drei Algenarten konnten spezifisch an Algenproteine bindende IgE-
Antikörper nachgewiesen werden (s. 3.3.3.8). In diesen Fällen wurde ebenfalls durch eine 
serielle Verdünnungsreihe der Seren die Abhängigkeit der Extinktion von der 
Serumkonzentration demonstriert. Auch durch diese Untersuchungen konnte klar die Existenz 
algenspezifischer IgE-Antikörper in den Patientenseren nachgewiesen werden. Das lässt nur 
die Schlussfolgerung der zuvor stattgefundenen Sensibilisierung der Patienten gegenüber 
allergenen Proteinen von S. bacillaris, T. aeria und X. montanum zu. Des Weiteren wurden 20 
Seren von Tumorpatienten diesen Tests unterzogen, wobei in vier der zwanzig Seren (20 %) 
algenspezifisches IgE gefunden wurde (s. 3.3.3.15), sodass auch diese Patienten vorher mit 
Algenproteinen in Kontakt gekommen sind und damit subklinisch (ohne allergische 
Symptome aufzuweisen) gegenüber diesen Allergenen sensibilisiert wurden. 
Nachdem die Spezifität des IgEs gegenüber den Proteinen der ausgewählten terrestrischen 
Algen eindeutig belegt werden konnte, folgten Hemmexperimente, welche die 
Kreuzreaktivität der Algen bedingende Teilidentität allergener Epitope anhand kompetitiver 
Hemmung der Bindung allergenspezifischen IgEs der Seren an festphasengebundenem 
Algenprotein bewiesen (s. 3.3.3.10 bis 3.3.3.13). Es zeigte sich dabei auch, dass die drei 
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Algenspezies nur teilweise identische Proteine aufweisen (kreuzreagierende Allergene sind) 
und Seren verschiedener Patienten differente Kreuzhemmbarkeit des 
algenallergenspezifischen IgEs durch weitere Algenproteine aufweisen. Das Spektrum der 
durch IgE erkannten Proteine verschiedener Patienten ist individuell different (heterogen), wie 
diese Experimente sowie die Western Blots zeigten (s. 3.4). Daher kommt jeder der drei 
Algenspezies eine eigene klinische Bedeutung zu, weil ihre Allergene nur zum Teil identische 
Epitope aufweisen.   
Um die Frage zu klären, ob dadurch auch Kreuzreaktivitäten gegenüber anderer verbreiteter 
Allergene zustande kommen, wurden Kompetitionsexperimente mit den im Pricktest 
verwendeten Standardallergenen bei Patienten mit IR und AR durchgeführt (s. 3.3.3.14). Hier 
konnten Kreuzreaktionen ausgeschlossen werden: Algenspezifisches IgE ließ sich durch das 
gesamte getestete Spektrum von Standardallergenen von ALK nicht kompetitiv an der 
Bindung an den festphasenfixierten Algenproteinen hindern, was das Vorhandensein 
gleichartiger allergener Epitope bei Algenallergenen und diesem Spektrum bekannter 
Allergene äußerst unwahrscheinlich macht (aber nicht die Koexistenz von IgE verschiedener 
Spezifität in den Patientenseren ausschließt). In der Zusammenschau der Ergebnisse dieser 
Experimente ist davon auszugehen, dass das Auftreten einer algenspezifischen 
Immunreaktion mit der daraus resultierenden Produktion algenspezifischer IgE-Antikörper 
weit verbreitet und z. T. auch zu verzeichnen ist, ohne dass zusätzlich gegenüber anderen 
allgemein bekannten Allergene eine Sensibilisierung stattfand und insofern eine davon 
unabhängig auftretende allergenspezifische Sensibilisierung repräsentiert. 
Durch SDS-Gelelektrophorese und Western Blots konnte – neben der Bestimmung der Größe 
der allergenen Algenproteine – genauso wie in den zuvor durchgeführten ELISA-
Experimenten die Spezifität des IgE für Algenallergene nachgewiesen werden (s. 3.4). Dabei 
zeigten sich individuelle Unterschiede in Hinblick auf kreuzreaktiv reagierende 
algenspezifische IgE-Antikörper in den verschiedenen Patientenseren, sodass auch diese 
Untersuchung die Schlussfolgerung einer differenten allergischen Sensibilisierung stützt, die 
auch teilweise gegenüber unterschiedlichen Algenproteinen stattfand. Andererseits belegen 
die einheitlich bei mehreren Algenproteinpräparationen und bei zwei oder drei der 
untersuchten Algenarten identisch auftretenden Banden eine hohe Wahrscheinlichkeit, dass 
bei diesen Arten identische Proteine allergen sind und eine Sensibilisierung beim 
entsprechenden Patienten bewirken. Eine Strukturaufklärung über 2D-Gelelektrophorese und 
Western Blot zur Identifizierung relevanter Proteinspots sowie massenspektrometrische 
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Untersuchung der Proteine scheint angeraten und ist für nachfolgende Projekte des HNO-
Forschungslabors geplant. 
 
4.3 Klinische Relevanz der erhobenen Ergebnisse 
Da allergische Erkrankungen eine Volkskrankheit mit steigender Inzidenz darstellen – wie 
beispielsweise die Allergische Rhinitis mit einer Prävalenz von 15 bis 25 % in Deutschland –  
und zunehmende volkswirtschaftliche Belastungen durch Beeinträchtigung nicht nur der 
Lebensqualität, sondern ohne Behandlung auch schwere bis lebensbedrohliche 
Krankheitsbilder wie Asthma bronchiale resultieren, verdienen kausale Aspekte des 
Entstehens der Allergie die Aufmerksamkeit der Grundlagenforschung sowie des Klinikers. 
Auch wenn inzwischen Allergien vom Soforttyp gegenüber wichtigen Hauptallergenen 
mittels Hyposensibilisierung behandelt werden können, ist die Entdeckung weiterer Proteine, 
die in der Lage sind, eine Immunantwort i. S. einer Sensibilisierung mit IgE-Produktion 
auszulösen, von großer klinischer Bedeutung. Es ist anzunehmen, dass noch eine Vielzahl 
möglicher bisher nicht identifizierter Allergene existiert, die für die Entstehung einer 
Allergischen Rhinitis verantwortlich zu machen sind und die wegen derzeitiger Unkenntnis 
der ursächlichen Allergene dazu führen, dass bei diesen Patienten die Diagnose Idiopathische 
Rhinitis gestellt wird, welche per se nicht kausal behandelbar ist, da die Ursache nicht eruiert 
werden kann. Diese Arbeit kann daher einen Teil dazu beitragen, weitere Proteine 
aufzudecken, die ätiologisch für das Auftreten rhinitischer Beschwerden sind. Ich konnte in 
Seren von Patienten mit zuvor diagnostizierter AR oder IR darin enthaltene IgE-Antikörper 
nachweisen, die Proteine der Algen S. bacillaris, T. aeria und X. montanum spezifisch binden 
und damit zeigen, dass die drei von mir untersuchten terrestrischen Algen Proteine 
produzieren, die allergen sind und durch Sensibilisierung zu allergischen Symptomen und 
allergischer Rhinitis führen können. Ob diese Algenproteine auch tatsächlich bei Reexposition 
zu klinischen Symptomen einer AR führen, müsste im weiteren Verlauf nach Einholung eines 
positiven Votums der Ethikkommission durch Provokationstest verifiziert werden. Zum einen 
wäre vielen idiopathischen Rhinitikern geholfen, da das nun verantwortliche Allergen 
identifiziert wäre, womit eine AR vorläge, die mit den etablierten Therapeutika 
symptomatisch gut zu behandeln wäre, zum anderen bestünde damit potentiell auch die 




Die Allergische Rhinitis (AR) als Allergie vom Typ I (Soforttyp) ist in Europa mit einer 
Prävalenz von 25 % bei zudem steigender Inzidenz ein Problem nicht nur für die 
Lebensqualität der Patienten, sondern stellt wegen der damit verbunden steigenden Kosten ein 
erhebliches Problem für das Gesundheitssystem und nicht zuletzt auch ein 
volkswirtschaftliches Problem dar. Oftmals sind aber die Auslöser allergischer Beschwerden 
unbekannt und eine kausale Behandlung nicht möglich. Überdies ist bei unbekannter Ursache 
einer jeden Erkrankung ein Therapieversuch wegen der bestehenden Unsicherheit mit 
zusätzlichen Risiken verbunden. Mit den hier vorgelegten Ergebnissen zur Existenz von 
spezifischem IgE gegen Proteine terrestrischer Algen und damit dem Vorhandensein der 
entscheidenden Immunreaktanden einer Typ-I-Allergie im Serum von Patienten mit 
Idiopathischer Rhinitis konnte ein wesentlicher Beitrag zur Aufdeckung einer möglichen 
Ursache für die Beschwerden dieser Patienten sowie auch die erste Beschreibung einiger 
Eigenschaften dieser Gruppe bisher nur unzureichend beschriebener Allergene, die kausal 
hinter einer Allergischen Rhinitis stehen könnten, geleistet werden. 
Algen, die sich luftgetragen verbreiten und folglich in der Atemluft vorkommen können, 
stehen schon seit dem 19. Jahrhundert unter Verdacht, allergische Beschwerden des oberen 
Respirationstraktes zu verursachen. Dabei beschränkten sich diese Aussagen meist auf 
aquatische Algen und Zyanobakterien, die oft fälschlicherweise den Algen zugerechnet 
werden. Das Immunglobulin der Klasse IgE wurde erst 1968 durch Coombs et al. [69] 
beschrieben, sodass die kausalen Ursachen einer durch Algenproteine hervorgerufenen 
Allergie vom Typ I nicht untersucht wurden. Man beschränkte sich auf inhalative und 
intrakutane Provokationstests. Bis heute ist in der Literatur keine Beschreibung eines 
spezifisch an Algenprotein bindenden IgEs zu finden. Diese hier vorliegende Arbeit konnte 
diesen Nachweis eines algenspezifischen IgE-Antikörpers erbringen und damit zeigen, dass 
Patienten mit luftgetragenen Algen in Kontakt kamen und durch diese sensibilisiert wurden. 
Für die Experimente wurden in der HNO-Ambulanz des Universitätsklinikums Leipzig 
Patienten mit Allergischer Rhinitis und Idiopathischer Rhinitis (nach negativem Pricktest und 
fehlenden IgE-Antikörpern gegenüber Standardallergenen) rekrutiert. Diese Patientenseren 
wurden in direkten und indirekten Sandwich-ELISA-Verfahren auf Beschichtungen der drei 
Algenspezies S. bacillaris, T. aeria und X. montanum getestet (s. 3.3.1., 3.3.2 sowie 3.3.3.1 
bis 3.3.3.6 und 3.3.3.8). Für jede dieser drei Algenarten konnten positiv reagierende Seren 
detektiert werden, welche nachfolgend noch einmal in einer seriellen Verdünnungsreihe 
getestet wurden, um die Abhängigkeit des Substratumsatzes von der Serumverdünnung und 
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der daraus resultierenden IgE-Konzentration zu zeigen und um unspezifische Reaktionen 
auszuschließen. Bereits diese Experimente belegen die Existenz von spezifisch an 
Algenproteinen bindendem IgE. Zusätzlich wurden 20 Seren von Tumorpatienten untersucht, 
bei denen in insgesamt 20 % der Fälle algenspezifisches IgE nachgewiesen werden konnte (s. 
3.3.3.15), was für eine subklinische Sensibilisierung dieser Patienten spricht, da diese 
Patienten keine allergieverdächtigen Symptome angaben. 
Des Weiteren konnte durch den Vergleich der gemessenen Extinktionen, als Maß für die in 
den Patientenseren enthaltenen algenspezifischen IgE-Antikörper, mit dem jeweiligen 
labormedizinisch bestimmten Gesamt-IgE gezeigt werden, dass zwischen diesen beiden 
Werten für alle drei Algenspezies keine Korrelation besteht (s. 3.5), was für die 
Antigenspezifität der IgE-Antikörper spricht und das unspezifische Binden von Algenprotein 
an IgE-Strukturen ausschließt. 
In den durchgeführten Hemmexperimenten konnten kreuzreagierende IgE-Antikörper 
nachgewiesen werden (s. 3.3.3.10 bis 3.3.3.13), welche die Teilidentität der allergenen 
Epitope der drei Algenarten belegen. Die Annahme, dass auch mögliche Kreuzreaktivitäten 
gegenüber anderen verbreiteten Allergenen bestehen, konnte in Kompetitionsexperimenten 
mit Standard-Allergenen von ALK, welche im Pricktest eingesetzt werden, widerlegt werden 
(s. 3.3.3.14). 
Die Größenbestimmung der Algenproteine bzw. ihrer Molmasse erfolgte durch SDS-
Gelelektrophorese  und Western Blots, für diese Nachweise die gängigen biochemischen 
Methoden. Dabei konnte durch die Verwendung mehrerer Seren gleichzeitig sowohl die 
Spezifität der IgE-Antikörper für Algenproteine als auch die Existenz different 
kreuzreagierender IgE-Antikörper in den verschiedenen Patientenseren nachgewiesen werden 
(s. 3.4). Nach allen durchgeführten Experimenten und damit erhobenen Ergebnissen ist 
festzuhalten, dass die drei Algenarten S. bacillaris, T. aeria und X. montanum verschiedene 
Proteine mit unterschiedlichem allergenen Potential aufweisen. Diese Heterogenität der 
Algenproteine erklärt die bei Untersuchung verschiedener Patientenseren gesehenen 
individuellen Unterschiede bezüglich der kreuzreagierenden IgE-Antikörper sowohl 
hinsichtlich abweichender maximaler Extinktionen in IgE-ELISA wie auch differenter 
Kreuzhemmbarkeit der Bindung spezifischen IgEs der einzelnen Patientenseren. Daher ergibt 
sich die Schlussfolgerung, dass die getesteten Patientenseren different gegenüber den 
verschiedenen Algenproteinen sensibilisiert wurden. 
Die eingangs zusätzlich aufgeworfene Frage, ob diese allergenen Strukturen auf oder in Algen 
und deren Kulturen immer vorhanden sind oder ob diese Allergene nur unter bestimmten 
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Bedingungen gebildet werden, konnte durch die bisher durchgeführten Experimente nicht 
umfassend beantwortet werden und bleibt ggf. weiter zu untersuchen. Zeigen konnte ich, dass 
die Algengehalte in verschiedenen Extrakten einer Alge annähernd vergleichbare Anteile von 
Allergenen aufwiesen, während in Kulturüberständen in älteren Kulturen höhere Anteile von 
Allergenen präsent waren, was bei Verwendung gleicher Seren zu erhöhten Extinktionen im 
ELISA führte (s. Abb. 7, Abb. 11, Abb. 14, Abb. 17, Abb. 23). Durch die Existenz 
algenspezifischer IgE-Antikörper wurde bewiesen, dass terrestrischen und luftgetragenen 
Algen und deren Proteinen ein allergenes Potential zuzuweisen ist. Diese Algenproteine sind 
also in der Lage, eine Immunantwort mit IgE-Produktion auszulösen. Das liefert Hinweise auf 
den Mechanismus der Entstehung der Sensibilisierung, die also auch eine T-Zell-vermittelte 
Stimulation der Algenprotein bindenden B-Zellen und deren Isotyp-Switch von IgM zu IgE 
beinhalten muss, die in der Produktion von Algenprotein-spezifischem IgE münden muss und 
auch zur Bindung dieses IgEs an Mastzellen und Basophile geführt haben sollte. Ob diese 
Sensibilisierung nach Reexposition Auswirkungen i.S. von allergischen Symptomen des 
oberen Respirationstraktes nach sich zieht, muss noch geprüft werden, was beispielsweise 
durch nasale Provokationstests realisiert werden kann, sobald ein positives Votum der 
Ethikkommission dafür vorliegt. Gelänge dieser Nachweis, wären Algenproteine nicht nur als 
potentielle, sondern als definitiv relevante klinische Allergieauslöser identifiziert. Damit ließe 
sich dieser Teil der Patienten mit der Diagnose AR anstelle IR gesichert adäquat als 
Allergiker behandeln und künftig eventuell auch (entsprechende Entwicklungsarbeit und 
Zulassungsstudien vorausgesetzt) durch eine Hyposensibilisierung mit Algenallergenen oder 
daraus entwickelten Präparaten kausal therapieren. Einige der dazu notwendigen 
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A. dest. Aqua destillata, destilliertes Wasser 
AK Antikörper 
Apato Apatococcus lobatus, Algenspezies 
APS Ammoniumpersulfat 
APZ Antigen-präsentierende Zelle 
ARIA allergic rhinitis and its impact on asthma, „Allergische Rhinitis und ihre 
Auswirkung auf Asthma“ – Workshop der WHO im Jahr 1999, um einen 
evidenzbasierten Literaturüberblick bezüglich der allergischen Rhinitis zu 
erarbeiten 
AR allergische Rhinitis 
Assay-P. Assay-Puffer 
B7.2 Oberflächenmolekül antigenpräsentierender Zellen (CD86) 
BBM Bold’s Basal Medium, Nährmedium für Luftalgen 
BLK blank, leere (unbeschichtete) Kavitäten einer ELISA-Platte 
CD cluster of differentiation, immunphänotypisches Zelloberflächenmolekül 
CS (gluco)corticosteroid, Glukokortikosteroide 
dd H2O bidestilliertes Wasser 
d.h. das heißt 
ELISA enzyme-linked immunosorbent assay, enzymgekoppelter immunologischer 
Festphasentest; serologischer Test, um gebundene Antigene durch 
enzymkatalysierte Substratreaktion nachzuweisen, Pl. ELISAs 
FcɛRI IgE-Rezeptor auf Mastzellen und basophilen Granulozyten 
FKS fötales Kälberserum, zur Herstellung des Assay-Puffers 
g Gramm 








HLA humanes Leukozyten-Antigen 
HRP horseradish peroxidase, Meerrettichperoxidase 
IgE Immunglobulin-Isotyp E (Immunglobulin-Klasse E) 
IAR intermittierende allergische Rhinitis 
IR idiopathische Rhinitis 
IU/l international units per liter, internationale Einheit pro Liter 
kDa Kilo-Dalton (10
3

















PBS phosphate buffered saline, phosphatgepufferte physiologische 
Kochsalzlösung 
PBS/T phosphatgepufferte physiologische Kochsalzlösung mit 0,025 % 
Tween20
®
 (nichtionisches Detergens) 
PER persistierende allergische Rhinitis 
POD Peroxidase 
RAST Radio-Allergo-Sorbent-Test 
rpm revolutions per minute, Umdrehungen pro Minute 
RSA Rinderserumalbumin, Standardprotein zur Proteinquantifizierung 
SDS sodium dodecyl sulfate, Natriumdodecylsulfat 
SDS-PAGE sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis, 
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese; Analytik zur 
Bestimmung des Molekulargewichts von Proteinen 
SB-E1 Stichococcus bacillaris-Extrakt vom 01.10.09  
SB-E2 Stichococcus bacillaris-Extrakt vom 24.02.10  
SB-E3 Stichococcus bacillaris-Extrakt vom 30.09.09 
SB-K1 Stichococcus bacillaris-KÜS vom 01.10.09 
SB-K2 Stichococcus bacillaris-KÜS vom 30.09.09 
SOP standard operating procedure, Standardvorgehensweise 
Abkürzungen 
97 
Sticho Stichococcus bacillaris, Algenspezies 
TA-E1 Tetracystis aeria-Extrakt vom 25.02.10 
TA-E2 Tetracystis aeria-Extrakt vom 16.04.09 
TA-E3 Tetracystis aeria-Extrakt vom 30.09.09 
TA-E4 Tetracystis aeria-Extrakt vom 02.08.10 
TA-K1 Tetracystis aeria-KÜS vom 29.09.09 
TA-K2 Tetracystis aeria-KÜS vom 30.09.09 
TA-K3 Tetracystis aeria-KÜS vom 02.08.10 
TEMED Tetramethylethylendiamin, ist ein Polymerisationskatalysator zur 
Verstärkung der Vernetzung des Acrylamid bei der Gelherstellung 
Tetra Tetracystis aeria, Algenspezies 
Th T-Helfer-Zelle 
TMB 3,3‘5,5‘-Tetramethylbenzidin, weist als chromogene Substanz die 
Meerrettichperoxidase nach 
Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan, Puffersubstanz 
u.v.m. und vieles mehr 
V Volt 
WHO World Health Organization, Weltgesundheitsorganisation 
XM-E1 Xanthonema montanum-Extrakt vom 02.03.10 
XM-E2 Xanthonema montanum-Extrakt vom 15.04.09 
XM-K1 Xanthonema montanum-KÜS vom 02.03.10 
XM-K2 Xanthonema montanum-KÜS vom 15.04.09 
XM-K3 Xanthonema montanum-KÜS vom 27.05.10 
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Abb. 44: SPSS-Ausgabe des Wilcoxon-Test für zwei gepaarte Merkmale 
Die jeweiligen Extinktionswerte zwischen den KÜS und Extrakten erwiesen sich im Wilcoxon-Test für alle drei 
Algenspezies als statistisch signifikant different. 
 
 
Abb. 45: Iterativ bestimmter Cut-off für TA-K1 und TA-E1 
Der iterativ bestimmte Cut-off beträgt für TA-K1-Beschichtung 0, 341 (ursprünglich 0,349), sodass in diesem Fall nur 
Serum 35 darüber liegt (A). Für TA-E1 beträgt die iterative Grenze 0,261 (ursprünglich 0,347), was damit die Seren 





Abb. 46: Iterativ bestimmter Cut-off für XM-K1 und  XM-E1 
Der iterativ bestimmte Cut-off ergab für XM-K1-Beschichtung 0, 555 (ursprünglich 0,690), sodass neben den Seren 17 
und 21 auch die Seren 34, 35 und 5 darüber liegen (A). Für XM-E1 beträgt die iterative Grenze 0,255 (ursprünglich 
0,359), was die Seren 21, 5, 17, 29, 39, 54, 33, 15, 31 und 14 zusätzlich zu den Seren 9, 34 und 35 als positive 





Abb. 47: Iterativ bestimmter Cut-off für TA-K2 und TA-E3 
Der iterativ bestimmte Cut-off beträgt für TA-K2-Beschichtung 0,358 (ursprünglich 0,411), sodass zusätzlich zu den 
Seren 17, 32 und 35 auch Serum 39 darüber liegt (A). Für TA-E3 beträgt die iterative Grenze 0,247 (ursprünglich 
0,389), was damit die Seren 17, 34, 54, 19, 30 und 57 als positiv reagierende zeigt zusätzlich zu den Seren 29, 39, 35 





Abb. 48: Iterativ bestimmter Cut-off für SB-K2 und SB-E2 
Der iterativ bestimmte Cut-off ergab für SB-K2-Beschichtung einen Wert von 0,521 (ursprünglich 0,592), sodass 
zusätzlich zu den Seren 35 und 54 auch die Seren 33, 17 und 48 darüber liegen (A). Für SB-E2 beträgt die iterative 
Grenze 0,451 (ursprünglich 0,652), was damit die Seren 33, 14, 39, 29, 30, 41, 17, 31, und 15 als positiv reagierende 





Abb. 49: Iterativ bestimmter Cut-off für XM-K2 und XM-E2 
Der iterativ bestimmte Cut-off beträgt für XM-K2-Beschichtung 0,326 (ursprünglich 0,459), sodass zusätzlich zu 
Serum 17 auch die Seren 54, 30, 55, 14, 39 und 34 darüber liegen (A). Für XM-E3 beträgt die iterative Grenze 0,173 
(ursprünglich 0,244), daher sind neben den Seren 44, 7 und 30 auch die Seren 47, 16, 27, 32, 31, 22, 26, 28 und 40 als 





Abb. 50: Vergleich der Extinktionen von SB-K1 und SB-K2 sowie SB-E1 und SB-E2 
Die Grafik zeigt den Vergleich der beiden KÜS und der zwei Extrakte von S. bacillaris, wobei deutlich werden soll, 
dass bis auf einzelne Ausreißer eine Systematik zu erkennen ist und die normalen Tagesschwankungen des ELISAs 




Abb. 51: Vergleich der Extinktionen von TA-K1 und TA-K2 sowie TA-E1 und TA-E3 
Die Grafik zeigt ebenso den Vergleich der zwei KÜS und der zwei Extrakte von T. aeria, wobei auch hier bis auf 




Abb. 52: Vergleich der Extinktionen von XM-K1 und XM-K2 sowie XM-E1 und XM-E2 
Die Grafik zeigt für X. montanum den Vergleich der zwei KÜS und der zwei Extrakte. Es zeigt sich auch bei dieser 
Alge, dass bis auf einzelne Ausreißer eine Systematik mit normalen Tagesschwankungen des ELISAs zu erkennen ist 
(Seren der ersten Algencharge 1:2, der zweiten 1:4 in Assay-Puffer verdünnt). Serum 1 (erste obere blaue Datenreihe) 
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